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Résumé
La choroïde ou uvée, située entre la rétine et la sclérotique, est une membrane vascu-
laire qui tapisse la paroi de l’œil, son rôle est d’assurer l’apport en nutriment de la rétine
et de l’iris. Ce tissu peut être le siège de nombreuses tumeurs, bénignes ou malignes. Le
mélanome de la choroïde est la tumeur intra-oculaire la plus fréquente de l’adulte mais
les facteurs de risque sont mal connus : l’exposition aux ultraviolets n’est pas clairement
établi dans la genèse de la tumeur, de même que l’âge ou le sexe.
L’énucléation a longtemps été considérée comme la seule option thérapeutique, mais
depuis de nombreuses années, des techniques dites conservatrices de l’œil se sont dé-
veloppées. Des études ont montré qu’il n’y a pas de différence significative de survie
entre les patients ayant subis une énucléation et les patients traités avec des méthodes
conservatrices. De plus, à ce jour, aucune thérapie adjuvante n’a montré son efficacité
après le traitement du mélanome oculaire primaire. En effet, malgré un traitement initial
bien adapté, la moitié des patients va récidiver sur le mode métastatique. Environ 30%
des patients récidivent dans les 5 ans, ce chiffre augmente jusqu’à 50% à 15 ans.
L’œil étant dépourvu de structures lymphatiques, la diffusion métastatique du méla-
nome uvéal se fait par voie hématogène. Le foie est le site privilégié de développement
de métastases, faisant toute la gravité du pronostic. La médiane de survie après appari-
tion de métastases est de 2 à 6 mois en l’absence de traitement. Il peut exister de façon
plus anecdotique des métastases pulmonaires, ganglionnaires, osseuses ou cutanées.
Sur un plan génétique, les critères les plus fréquemment détectés pour le mélanome
uvéal sont la perte du chromosome 3 et le gain du 8q. Plusieurs études montrent dans
beaucoup de cas des aberrations chromosomiques non aléatoires sur les chromosomes
1, 3, 6 et 8 et que la perte du chromosome 3 et le gain du 8q sont associés significati-
vement à une survie réduite et au développement de métastase. Plusieurs rapports sug-
gèrent deux entités distinctes de mélanome uvéal (avec et sans monosomie du chromo-
some 3) qui ne peuvent pas être différenciées du fait de leur aspect clinico-pathologique
similaire.
Afin d’améliorer le diagnostic et le traitement du mélanome de la choroïde, nous pro-
posons d’effectuer des analyses d’expression et du nombre de copie d’ADN de ce mé-
lanome particulier, avec pour objectifs : l’identification des gènes liés à l’apparition de
métastase pour classer les patients à haut risque afin qu’ils puissent bénéficier d’une
immunothérapie adjuvante spécifique, la caractérisation de ces gènes au niveau molécu-
laire, et l’étude du potentiel de ces gènes en tant que cibles thérapeutiques.
Dans ce manuscrit je décrirai en détail le lignage mélanocytaire afin de comprendre
les particularités du mélanome de la choroïde par rapport au mélanome cutané, puis
j’aborderai l’importance des approches haut débit dans l’étude des cancers et les tech-
niques d’analyse bioinformatiques utilisées. Je présenterai ensuite les différents résultats
obtenus comme la mise en évidence d’une phosphatase, PTP4A3, qui semble avoir de
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l’importance dans le développement métastatique du mélanome de la choroïde.
Mots-clés bioinformatique, mélanome de la choroïde, puces à ADN, transcriptome, gé-
nome, développement métastatique
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Abstract
The choroid is a layer of highly vascularised tissue surrounding the eye. Choroidal
blood nourishes the retinal pigment epithelium and the photoreceptors on the outer layer
of the retina. Uveal melanoma occurs to the detriment of uveal melanocytes (located
in the iris, ciliary body and choroid) and is the most common intraocular malignancy in
adults. The etiological factors involved in the process of malignant transformation are
poorly understood. There is a doubtful role of environmental factors such exposure to
sunlight, age or sex in the emergence of uveal melanoma.
The management of uveal melanomas has greatly evolved, moving towards more
focused and conservative treatments (such as observation, photocoagulation, thermo-
therapy, radiotherapy). According to literature, there is no significant difference in survival
between patients treated with enucleation and those treated with conservative methods.
To date, no adjuvant therapy has proven effective following the initial treatment of ocular
melanoma.
The metastatic pattern for uveal melanoma differs from that of skin melanoma and is
usually located in the liver. About 50% of patients will develop metastases after a median
time of three years, and will ultimately die of their disease. Once the disease becomes
metastatic, median survival ranges from two to six months, and only 15% of the patients
survive more than one year. Surgical resection of metastases is feasible only if occurring
in limited areas.
Genetic differences may be the origin of the various types of melanoma and their
different features. Multivariate analyses of genomic imbalances, showed that cutaneous
and uveal melanomas presented different copy number changes. The most frequently
detected imbalances in uveal melanoma is the loss of chromosome 3 and gain of 8q.
Further studies revealed that most cases show non-random chromosomal aberrations
of chromosomes 1, 3, 6 and 8 and that the loss of chromosome 3 and gain of 8q were
significantly associated with overall survival and the development of metastases. Some
reports suggested two distinct entities of uveal melanoma (with or without chromosome 3
monosomy) previously unrecognized because of their similar clinicopathological features.
In order to improve diagnosis and treatment of uveal melanoma, we propose to per-
form transcriptome and DNA copy number analysis with following objectives : identify
genes linked to metastasis behaviour to identify high risk patients who could take advan-
tage of specific adjuvant therapy ; characterize these genes at molecular level ; study if
these genes could be powerful therapeutic target.
In this thesis, I will describe the melanocyte lineage in order to understand differences
observed between cutaneous and uveal melanoma, then I will discuss the importance
of high-throughput approaches in the study of cancer and bioinformatics analysis tech-
niques used. I will finally present the different results as the significance of a phosphatase,
PTP4A3, which seems to be relevant in metastatic behaviour in uveal melanoma.
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11
Abréviations
aCGH Comparative Genomic Hybridization arrays
ACP Analyse en Composante Principale
ADN Acide DésoxyriboNucléique
AOC Albinisme Oculo-Cutané
ATP Adénosine Tri-Phosphate
ARNm Acide RiboNucléique messager
BAC Bacterial Artificial Chromosome
BAF B allele frequency
BH95 ajustement de Benjamini et Hochberg
BP Biological Process
CC Cellular component
CDF Chip Description File
Cdk Cycline-dependent kinases
CGH Comparative Genomic Hybridization
CSC Cellules Souches Cancéreuses
DDEF1 [ASAP1] Development and differentiation enhancing factor 1
ddl degré de liberté
DPYSL2 [CRMP2] DihydroPYrimidinaSe-Like 2 [Collapsin Response Mediator Protein 2]
ES Enrichment Score
FDR False Discovery Rate
FWER Family-Wise Error Rate
GAP Genome Alteration Print
GO Gene Ontology
GSK3 glycogen synthase kinase 3
GSEA Gene Set Enrichment Analysis
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IGF1 Insuline Growth Factor
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KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
LOH Loss of heterozygosity
LRR Logarithmic R Ratio
MF Molecular Function
MGF Mast cell Growth Factor
MITF MIcrophthalmia-Transcription-Factor
MU Mélanome Uvéal
NHEJ Non Homologous End Joining
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1. LE CANCER
Chapitre 1
Le cancer
Le cancer est la cause de 14% des décès dans le monde et de 25% dans les pays
industrialisés, principalement à cause de l’augmentation de l’espérance de vie [Boyle
and Levin, 2008]. C’est une maladie caractérisée par une prolifération anormale de cel-
lules dans un tissu ou organe donné menaçant son bon fonctionnement et sa survie.
Cette capacité à proliférer résulte d’une série de modifications qui permettent aux cel-
lules d’échapper à différents points de contrôles.
Dans ce premier chapitre, nous allons nous intéresser au cancer dans ses grandes
lignes, à savoir son origine et les principales caractéristiques des cellules tumorales afin
de comprendre comment une cellule peut passer d’un état normal à un état hyperprolifé-
ratif et invasif.
1.1 Origine
Les différentes formes de cancer se composent d’une grande hétérogénéité cellu-
laires ou moléculaires tel que leur morphologie, les marqueurs à leur surface, les lé-
sions génétiques, la cinétique de prolifération ou encore la réponse aux traitements [Dick,
2008]. Il existe pour l’heure deux théories expliquant l’origine de cette hétérogénéité. Bien
que les deux théories soient différentes, elles ne sont pas mutuellement exclusives et il
semble que certains types de tumeurs suivent préférentiellement l’un ou l’autre modèle
[Shackleton et al., 2009].
1.1.1 Origine clonale
L’existence d’une origine monoclonale des cellules tumorales a été proposée par No-
well [Nowell, 1976]. Cette théorie suppose que les cellules tumorales proviennent d’une
seule cellule d’origine qui acquiert une série de mutations dans des gènes clés impliqués
dans la croissance cellulaire, la migration, etc. En effet, une série de mutations est néces-
saire dans le processus de carcinogénèse pour transformer une cellule normale en une
cellule maligne [Hanahan and Weinberg, 2000]. Le clone le plus agressif est sélectionné
par des mutations progressives car il est le plus apte à survivre dans l’environnement tu-
moral faisant ainsi référence à un processus dénommé Darwinisme tumoral [Vermeulen
et al., 2008]. À chaque étape, une cellule acquiert une nouvelle mutation qui lui donne un
avantage sélectif par rapport à ses voisines. Les cellules filles émergeantes vont conti-
nuer à se diviser pour former une tumeur et vont donc devenir le clone dominant dans
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la masse tumorale. Dans ce modèle classique, il n’existe peu ou pas de hiérarchie entre
les différents clones et toutes les cellules peuvent contribuer de manière équivalente à la
croissance de la tumeur.
1.1.2 Cellules souches cancéreuses
Depuis quelques années, une autre théorie permet d’expliquer l’hétérogénéité ob-
servée dans les tumeurs. Le modèle des cellules souches cancéreuses (CSC) propose
que la croissance et la progression des cancers est conduite par un sous-groupe de cel-
lules cancéreuses [Reya et al., 2001; Dick, 2008] et l’hétérogénéité observée dans les
tumeurs est le résultat d’un gradient de différenciation. Certaines cellules tumorales sont
différenciées et expriment des marqueurs cellulaires et moléculaires associés à la diffé-
renciation, alors que d’autres, les cellules souches cancéreuses, se trouvent à un stade
immature.
Une cellule tumorale est définie comme CSC lorsqu’elle répond à deux critères fon-
damentaux par analogie aux cellules souches normales. Ces cellules doivent pouvoir
s’auto-renouveler et elles doivent être capable de se différencier vers l’ensemble des
cellules présentes dans la tumeur (Fig. 1.1). Dans une tumeur on observe à la fois des
cellules différenciées qui ont perdu la capacité de propager la tumeur et des CSC. Cette
organisation hiérarchique peut facilement s’intégrer dans la théorie clonale proposée par
Nowell. Comme expliqué précédemment, cette théorie se base sur la présence d’un clone
qui acquiert par des mutations des propriétés prolifératives. Si les CSC sont inclues dans
ce modèle, la sélection par des mutations pourrait se faire au niveau de ces cellules. Ce
qui n’exclut pas le fait d’avoir des cellules plus différenciées soumises à sélection.
Cette théorie fait encore l’objet de débat notamment sur la cellule d’origine d’une CSC.
Cette cellule peut être une cellule souche normale ou une accumulation de mutations
peut transformer une cellule différenciée en CSC.
Avec cette théorie, les seules cellules capables d’initier la croissance tumorale sont
les CSC.
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FIG. 1.1: Organisation hiérarchique d’un clone malin.
Ce schéma représente l’organisation possible d’un clone malin prédit par le modèle de CSC. La
CSC au sommet de la hiérarchie (rouge) a la capacité de s’auto-renouveler, ce qui signifie générer
plus de CSC, et diverger en cellules différenciées (gris). Il est, à ce jour, pas clair si les cellules
plus différenciées peuvent revenir en arrière et retrouver un phénotype de cellules souches.
Figure et légende d’après [Vermeulen et al., 2008]
1.2 Oncogènes et gènes suppresseurs de tumeurs
Les cellules tumorales diffèrent de leur homologues normales par plusieurs aspects
tel que leur morphologie, les interactions cellules-cellules, leur croissance, la structure de
leur cytosquelette ou encore le profil d’expression de leurs gènes avec une accumulation
de mutations. Il existe deux grandes classes de gènes pour lesquelles des altérations
sont causales dans la progression tumorale. Les oncogènes qui présentent une trop
grande activité dans les cellules cancéreuses et les gènes suppresseurs de tumeurs qui
eux sont plutôt touchés par des mutations visant à diminuer leur activité. Il existe un grand
nombre d’acteurs dans les oncogènes alors que le nombre de gènes suppresseurs de
tumeurs est bien plus faible.
1.2.1 Les oncogènes
Les gènes pour lesquels une mutation gain de fonction conduit une cellule normale
en cellule cancéreuse sont des proto-oncongènes et leurs formes mutées correspon-
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dantes sont les oncogènes. Ces gènes participent a des actions essentielles dans la
cellule comme la croissance et la prolifération. Ils sont donc au cœur de voies de signa-
lisation centrales et sont ainsi extrêmement bien conservés au cours de l’évolution. Au
moins trois différents mécanismes de mutations peuvent transformer un proto-oncogène
en oncogène : une mutation ponctuelle entraînant une activation constitutive du proto-
oncogène ; une amplification du segment d’ADN qui contient le proto-oncogène entraî-
nant ainsi une sur-expression de la protéine ; une translocation qui place le gène sous le
contrôle d’un promoteur différent causant ainsi une expression inappropriée du gène.
Le premier mécanisme diffère des deux autres dans le sens où l’oncoprotéine pro-
duite est légèrement différente de la version normale, alors que dans les deux derniers
la protéine produite est identique mais en plus grande quantité que dans une cellule nor-
male. Ces mutations gain de fonction agissent de façon dominante, en effet une mutation
dans un seul des deux allèles est suffisante pour l’induction du phénotype cancéreux.
Les oncogènes peuvent agir : au niveau de l’ADN, en contrôlant l’expression des
gènes par le remodelage de la chromatine (MLL dans les leucémies) ou via des facteurs
de transcription (MYCN dans le neuroblastome) ; au niveau des voies de transduction du
signal par l’action de facteurs mitogènes ou des récepteurs permettant l’activation de ces
voies (FGFR3 dans le cancer de la vessie) ; au niveau de l’apoptose en l’inhibant (MDM2
dans les sarcomes) ; ou encore au niveau du cytosquelette.
1.2.2 Les gènes supresseurs de tumeurs
Inversement, les gènes suppresseurs de tumeurs sont impliqués dans la formation
de tumeurs par une perte de leur fonction. Dans une cellule normale, ces gènes codent
généralement pour des protéines qui inhibent la prolifération cellulaire et une seule copie
de ces gènes peut avoir un rôle préventif contre le développement tumoral (inexact pour
p53).
Les gènes suppresseurs de tumeurs peuvent agir : au niveau de l’apoptose, avec
un rôle pro-apoptotique ; au niveau de la prolifération en la contrôlant ; au niveau de
la longévité cellulaire. Parmi les gènes suppresseurs de tumeurs on peut citer : p53,
facteur de transcription, qui en réponse à des dommages à l’ADN ou à des anomalies
dans le cycle cellulaire va induire l’arrêt du cycle ou activer l’apoptose ; RB, qui joue le
rôle de « frein »dans la division cellulaire en bloquant le cycle cellulaire ; p16INK4a, une
kinase cycline-dépendant qui contrôle également le cycle cellulaire via RB et l’apoptose
en séquestrant MDM2 responsable de la dégradation de p53.
Il est à noter l’importance de la machinerie impliquée dans la réparation de l’ADN,
car les cellules qui perdent la capacité à réparer les dommages à l’ADN accumulent des
mutations dans de nombreux gènes, dont ceux qui contrôlent la prolifération cellulaire et
la croissance. Cependant, certaines études ont montré l’importance du bon fonctionne-
ment, voir même de la sur-expression des gènes impliqués dans la réparation de l’ADN
dans les tumeurs agressives [Kauffmann et al., 2008] suggérant ainsi que bien qu’étant
tumorales, ces cellules doivent présenter un génotype stable.
Étant donné qu’une seule copie d’un gène suppresseur de tumeur est suffisante pour
contrôler la prolifération cellulaire, les deux allèles doivent être perdues ou inactivées
pour induire un phénotype tumoral. Les mutations perte de fonction conduisant à des
phénotypes tumoraux sont donc des mutations récessives. C’est pourquoi des gènes
suppresseurs de tumeurs ont été identifiés dans des formes familiales de cancer comme
RB dans le rétinoblastome.
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1.3 Caractéristiques des cellules cancéreuses
Nous venons de voir que les cellules pour devenir cancéreuses subissent une ac-
cumulation de mutations au niveau de gènes clés qui contrôlent bon nombre de méca-
nismes de régulation. Chaque type cellulaire et cancer associé présente une combinai-
son de mutations différentes. Cependant, Hanahan et Weinberg [Hanahan andWeinberg,
2000] ont montré que malgré ces différences de mutations, la majeure partie des cellules
cancéreuses, si ce n’est toutes, présentent six modifications essentielles pour devenir
malignes (Fig. 1.2.A). En 2011 [Hanahan and Weinberg, 2011], avec l’ensemble des re-
cherches effectuées sur les différents types de cancers, ils ont enrichi cet ensemble de
caractéristiques par deux autres altérations générales que doivent acquérir les cellules
tumorales et deux autres particularités nécessaires liées (Fig. 1.2.B).
FIG. 1.2: Caractéristiques des cellules cancéreuses proposées par Hanahan et Weinberg.
A- Capacités acquises dans les cellules cancéreuses [Hanahan and Weinberg, 2000]. B- Carac-
téristiques émergeantes [Hanahan and Weinberg, 2011]
Nous allons dans cette partie décrire ces différentes caractéristiques.
1.3.1 Perte de contrôle au niveau du cycle cellulaire
1.3.1.1 Indépendance vis-à-vis des signaux stimulants la prolifération cellulaire
Les cellules normales nécessitent l’activation de récepteurs membranaires par la liai-
son de leur ligand (facteurs de croissance) pour pouvoir passer d’un état quiescent à
un état prolifératif. Les cellules tumorales sont capables d’activer ces voies de manière
constitutive. Cette indépendance vis-à-vis des facteurs de croissance a été la première
caractéristique clairement identifiée dans les cellules tumorales à cause du grand nombre
19
1.3. CARACTÉRISTIQUES DES CELLULES CANCÉREUSES
d’oncogènes décrits dans ce contexte. Trois stratégies peuvent être citées pour rendre les
cellules cancéreuses indépendantes aux signaux de croissance : l’altération des signaux
de croissance extra-cellulaires ; l’altération des transducteurs de ce signal ; l’altération
des circuits qui traduisent ces signaux en action.
De nombreuses cellules cancéreuses acquièrent la capacité à synthétiser elles-mêmes
des facteurs de croissance créant ainsi une boucle de contrôle positive. La synthèse de
PDGF et de TGFβ par les gliobastomes et les sarcomes en sont un exemple.
Les récepteurs membranaires envoient ces signaux principalement grâce à une ac-
tivité tyrosine kinase dans leur domaine cytoplasmique. Ils peuvent être sur-exprimés et
donc être hypersensibles aux facteurs de croissance environnants. Dans les tumeurs de
l’estomac, du seins ou du cerveau, il a été décrit une sur-expression de EGFR [Salmon
et al., 1998; Yarden and Ullrich, 1988]. Cette sur-expression de récepteurs membranaires
peut également entraîner une transduction du signal indépendamment d’une fixation li-
gand/récepteur. Cette transduction indépendante peut également être due à une modifi-
cation structurale du récepteur le rendant ainsi constitutivement actif.
Des mutations somatiques sont observées dans de nombreux cancers entraînant
une activation constitutive des circuits normalement activés par la fixation de facteurs de
croissance sur les récepteurs. Il a par exemple été montré une mutation BRAF dans 40%
des mélanomes cutanés activant ainsi la voie de signalisation des protéines MAP-kinases
[Davies and Samuels, 2010]. Inversement, l’activation constitutive de certaines voies de
signalisation peut être la conséquence d’une boucle de régulation négative. En effet, une
mutation perte de fonction dans la protéine PTEN amplifie la voie de signalisation PI3K
et induit la tumorigénèse dans plusieurs modèles de cancer [Jiang and Liu, 2009].
1.3.1.2 Insensibilité aux signaux anti-prolifératifs
Dans un tissu normal, son homéostasie est régulée pour avoir autant de cellules nou-
velles que de cellules qui meurent. Les inhibiteurs de croissance permettent de réguler la
division cellulaire et ainsi maintenir un nombre constant de cellules dans les tissus. Une
grande partie des gènes suppresseurs de tumeurs permettent de réguler la croissance
cellulaire et leur prolifération. Parmi ces gènes nous pouvons citer le gène codant pour la
protéine RB et celui codant pour la protéine TP53 qui sont des protéines centrales dans
la régulation du cycle cellulaire.
RB bloque la prolifération par le biais de E2F, facteur de transcription qui contrôle
l’expression de nombreux gènes impliqués dans le passage G1 en phase S [Calzone
et al., 2008]. Une dérégulation dans la voie de signalisation de RB permet de libérer E2F
et permet la prolifération cellulaire en rendant les cellules insensible aux facteurs anti-
prolifératifs. De nombreux mécanismes peuvent entraîner des dysfonctionnements dans
cette voie de signalisation et ainsi aider au développement de néoplasme.
L’anti-oncogène p53 participe au maintien de la stabilité du génome en contrôlant
également l’expression d’une collection de gènes régulateurs du cycle cellulaire et de la
mort cellulaire programmée. Cette protéine est également fréquemment altérée dans les
cellules tumorales.
Il est à noter que des souris délétées pour RB ou p53 se développent normalement
et présentent des néoplasmes que tardivement. Ce qui met en évidence l’action de mé-
canismes alternatifs qui agissent de manière redondante et qui servent à limiter la répli-
cation inappropriée des cellules dépourvues de ces deux anti-prolifératifs clés.
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1.3.2 Fabrication de la masse tumorale
1.3.2.1 Prolifération illimitée
Les cellules normales ont une capacité limitée à se diviser en culture. Cette limite
de prolifération causée par l’accumulation des divisions cellulaires est associée à deux
processus : la sénescence, qui correspond à l’entrée dans un état irréversible non proli-
fératif mais viable ; la crise des télomères qui conduit à la mort cellulaire. Échapper à la
sénescence et devenir immortel constitue une étape dans la tumorigenèse que la plupart
des cellules cancéreuses doivent franchir pour poursuivre leur prolifération (Fig. 1.3).
FIG. 1.3: La sénescence et la crise : barrières à la prolifération cellulaire illimitée.
La réplication d’un chromosome s’accompagne d’un raccourcissement progressif des répétitions
télomériques en l’absence de mécanisme spécifique de compensation. Le raccourcissement des
télomères au-dessous d’une taille critique dans les cellules humaines primaires cultivées in vitro
conduit à la sénescence, une barrière à la prolifération dépendante de p53 et pRb. L’inactivation
de p53 et pRb permet aux cellules d’échapper à la sénescence et de continuer de se diviser. Les
divisions forcées de ces cellules vont encore diminuer la taille de leurs télomères et accroître ainsi
l’instabilité génétique. Puis la prolifération de ces cellules est limitée par une deuxième barrière
proliférative, la crise ou catastrophe génétique, caractérisée par une forte instabilité chromoso-
mique et par une mort cellulaire massive. La crise des télomères commence à la sénescence et
se poursuit pendant de nombreuses divisions cellulaires, jusqu’à ce que la fonction télomérique
soit restaurée. La stabilisation, voire l’allongement de la longueur des télomères sont requis pour
le processus de cancérisation après la crise.
Figure et Légende d’après [Gire, 2005]
Lors de la division cellulaire, la duplication des chromosomes s’accompagne d’un
raccourcissement progressif des répétitions télomériques. À partir d’une certaine taille
critique, une barrière à la prolifération dépendante de p53 et RB conduit à la sénes-
cence des cellules. L’inactivation de p53 et RB est nécessaire pour permettre aux cellules
d’échapper à la sénescence et de continuer à se diviser. La taille des télomères conti-
nue de diminuer et donc l’instabilité génétique augmente ce qui engendre une deuxième
barrière, la crise des télomères. Cette crise commence à la sénescence et se poursuit
pendant de nombreuses divisions cellulaires, jusqu’à ce que la fonction télomérique soit
restaurée. La plupart des cellules cancéreuses réexpriment une activité télomérase qui
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stabilise la longueur de leurs télomères et les cellules échappent au contrôle normal de
la sénescence et deviennent immortelles.
Certaines cellules cancéreuses ont gardé la propriété d’entrer en sénescence et de
nombreuses approches de thérapie anticancéreuse visent actuellement à reproduire les
signaux télomériques de la sénescence pour inhiber la croissance des tumeurs [Shay
and Roninson, 2004]. Les cellules sénescentes mêmes si elles ne se divisent pas restent
métaboliquement active et produisent des facteurs sécrétés qui peuvent stimuler la crois-
sance des cellules du microenvironnement tumoral. La sénescence aurait cependant des
effets secondaires néfastes en contribuant aux dérèglements progressifs associés au
vieillissement [Kim et al., 2002].
1.3.2.2 Résistance à la mort cellulaire
La mort cellulaire programmée, ou apoptose, sert de barrière au développement de
cancer. La machinerie apoptotique est composée de régulateurs en amont et d’effec-
teurs en aval. Parmi les régulateurs, il y a ceux qui répondent aux signaux externes (Fas
ligant / récepteur) et ceux qui répondent aux signaux d’origine intracellulaire tels que les
dommages à l’ADN, des déséquilibres dans les voies de signalisation dus à l’activation
d’oncogènes ou encore des phénomènes d’hypoxie. Le déclenchement de l’apoptose
s’effectue grâce à la transmission du signal entre les régulateurs et les effecteurs par des
membres pro- ou anti-apoptotique (Bax, Bak ou Bcl-2 respectivement). Les effecteurs
finaux sont les caspases (8 et 9).
Une résistance au mécanisme d’apoptose peut être acquise par les cellules can-
céreuses de différentes manières. La plus commune est la perte d’un régulateur pro-
apoptotique comme le gène suppresseur de tumeur p53. L’inactivation de p53 est obser-
vée dans plus de 50% des tumeurs et résulte en l’inactivation d’un élément clé dans la
détection de dommages à l’ADN [Harris, 1996].
Alternativement, les stratégies pour résister au phénomène d’apoptose peuvent être
l’augmentation de facteurs anti-apoptotique comme Bcl-2 ou des signaux de survie comme
lgf1/2.
Parallèlement au phénomène d’apoptose, l’autophagie représente un bon mécanisme
d’homéostasie cellulaire et est impliquée à la fois dans la survie des cellules tumorales
et dans leur mort. Les cellules cancéreuses présentent généralement une capacité auto-
phagique plus réduite que les cellules normales. La voie de signalisation impliquant PI3K,
AKT et les kinases mTOR activée par des signaux de survie et donc qui bloque l’apop-
tose, bloque également l’autophagie. L’autophagie peut être un mécanisme pro-tumoral
en permettant la survie des cellules exposées à des variations de leur microenvironne-
ment telle que l’hypoxie ou les carences nutritionnelles. Ce mécanisme peut également
avoir un rôle anti-tumoral de par son implication dans la réduction de l’instabilité chro-
mosomique, de la prolifération et de l’inflammation des cellules tumorales. Le processus
autophagique est induit en réponse à divers traitements anti-cancéreux. Cette réponse
peut s’avérer être un mécanisme permettant la survie des cellules, ou favorisant et am-
plifiant la mort induite par ces traitements.
Par opposition à l’apoptose, on peut également évoquer la mort par nécrose. Pendant
l’apoptose, les cellules mourantes se contractent sur elles-même et sont absorbées par
les cellules voisines, les cellules nécrotiques pour leur part, explosent et relarguent leur
contenu dans leur microenvironnement. Bien que la nécrose soit généralement considé-
rée comme un processus aléatoire et non contrôlé, il apparaît que la mort cellulaire par
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nécrose est clairement sous contrôle génétique dans certaines circonstances [Galluzzi
and Kroemer, 2008]. Ces cellules peuvent libérer des agents tel que IL-1α qui aiderait
les cellules viables environnantes à proliférer. Ce phénomène de nécrose, en apparence
bénéfique pour l’homéostasie cellulaire pourrait donc dans le cas de néoplasme servir à
stimuler la survie des cellules de la tumeur par relargage de facteurs de croissance dans
le microenvironnement.
1.3.3 Maintien de la masse tumorale
Les vaisseaux sont indispensables à la survie des cellules pour leur apporter oxygène
et nutriments et évacuer les déchets métaboliques et le dioxyde de carbone. L’angioge-
nèse est indispensable pendant l’embryogénèse. Elle est active de façon transitoire chez
un adulte lors de blessure ou pendant le cycle reproducteur féminin. Par contre, durant
la progression tumorale l’angiogenèse est toujours active permettant la croissance des
néoplasmes [Hanahan and Folkman, 1996]. Respectivement, le VEGFA (vascular endo-
thelial growth factor A) et la TSP1 (thrombospondin 1) sont les acteurs les plus connus
dans l’induction et l’inhibition de l’angiogenèse. Ce phénomène est une caractéristique
importante des cellules tumorales car au départ on pensait que l’angiogenèse était né-
cessaire seulement pour la croissance des grosses tumeurs, cependant il s’avère qu’elle
est induite très tôt dans le processus tumoral et contribue également à la croissance de
néoplasmes microscopiques pré-malins.
Dans certaines tumeurs la sur-expression des oncogènes RAS ou MYC entraîne la
sur-expression de facteurs angiogéniques alors que dans d’autres cette sur-expression
est induite par des cellules du système inflammatoire. Les inhibiteurs endogènes de l’an-
giogenèse qui modulent l’aspect transitoire de ce processus en condition normale doivent
également jouer le rôle de barrière à l’induction ou la persistance de l’angiogenèse par
les néoplasmes naissants.
1.3.4 Activation du potentiel invasif et migratoire
Pendant le développent de nombreux types de cancer, les cellules de la tumeur pri-
maire envahissent les tissus adjacents et des sites distants. Ces colonies distantes, les
métastases, sont la cause de 90% des décès par cancer. Le mécanisme sous-jacent à
l’invasion et au potentiel métastatique est resté longtemps une énigme même si des mo-
difications de formes et des problèmes d’adhérence cellules-cellules et cellules-matrice
extracellulaire sont des caractéristiques évidentes des cellules tumorales. La perte de
E-cadherin, facteur clé dans l’adhésion cellulaire est une des altérations qui apparaît
centrale tout comme l’activation des protéases extracellulaires, les molécules d’adhésion
cellules-cellules et les intégrines.
Les recherches sur les mécanismes d’invasion et de migration des cellules tumorales
ont principalement avancé ces dix dernières années. Elles se basent sur un processus
décrit pendant le développement embryonnaire chez de nombreuses espèces et permet
aux cellules de migrer vers les organes en formation, il s’agit de la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT). Il a fallu du temps avant que l’EMT soit considérée comme
un mécanisme potentiel de la progression des carcinomes (Fig. 1.4) car il est difficile
à reconnaître sans ambiguïté à cause de la grande diversité d’organisation cellulaire
observée dans les tumeurs humaines [Thiery, 2002].
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FIG. 1.4: Sites de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) et transition mésenchymato-
épithéliales (MET) et la progression des carcinomes.
Les épithéliums normaux sont bordés par une membrane basale et peuvent proliférer localement
pour donner naissance à un adénome. Des transformations ultérieures par des changements
épigénétiques et génétiques conduisent à un carcinome in situ, toujours défini par une mem-
brane basale intacte. Des modifications supplémentaires peuvent induire la diffusion locale des
cellules de carcinome, éventuellement par une transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), et
la membrane basale est alors fragmentée. Les cellules peuvent alors atteindre les vaisseaux lym-
phatiques ou sanguins, permettant leur transport passif à des organes éloignés. Sur les sites
secondaires, les cellules de carcinome peuvent former un nouveau carcinome grâce à une tran-
sition mésenchymateuse-épithéliales (MET).
Figure et Légende d’après [Thiery, 2002]
Un ensemble de facteurs de transcription tel que Snail, Slug, Twist et Zeb1/2 or-
ganisent l’EMT pendant l’embryogénèse. Ces facteurs de transcription ont été décrits
comme importants dans l’invasivité de modèles de carcinomes [Yang and Weinberg,
2008].
Une fois le site distant atteint, les cellules doivent retrouver leur état non invasif.
Ainsi, les cellules de carcinome qui ont subi une EMT pendant l’invasion initiale et la
dissémination métastatique peuvent passer par le processus inverse, dit de transition
mésenchymato-épithéliales (MET).
Même si la recherche a bien progressé, il reste des questions sans réponse dans le
développement métastatique. Nous ne savons pas quand et où les cellules tumorales
acquièrent la capacité à coloniser des tissus extérieurs ni pourquoi elles se développent
dans tel ou tel organe.
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1.3.5 Reprogrammation du métabolisme
Les cellules tumorales doivent adapter leur métabolisme énergétique afin de soutenir
leur prolifération.
En condition aérobie, les cellules normales passent par la phosphorylation oxidative
dans les mitochondries pour produire de l’adénosine 5’-triphosphate (ATP). Le glucose
est transformé en pyruvate par la glycolyse dans le cytosol puis en dioxyde de carbone
dans les mitochondries, avec une production minimale de lactate. En condition anaé-
robie, la glycolyse est favorisée et relativement peu de pyruvate est expédié vers les
mitochondries [Heiden et al., 2009].
Otto Warburg a été le premier à constater le métabolisme énergétique anormal des
cellules cancéreuses [Warburg et al., 1924]. Celles-ci tireraient principalement leur éner-
gie de la fermentation anaérobie du glucose (glycolyse anaérobie) et par conséquent la
présence d’oxygène ne serait pas nécessaire à leur développement. Les cellules cancé-
reuses produisent une grande partie de leur énergie par glycolyse, même en présence
d’oxygène. Elles produisent une grande quantité de lactate indépendamment de la dis-
ponibilité d’oxygène, un état appelé glycolyse aérobie.
La glycolyse est moins efficace pour produire de l’ATP par rapport à la phosphoryla-
tion oxydative mais les cellules cancéreuses choisissent ce type de production d’énergie
car leurs besoins ne se limitent pas à l’ATP. En effet, la réplication cellulaire nécessite
de grandes quantités de nucléotides, d’acides aminés et de lipides [Heiden et al., 2009].
Donner la priorité à la glycolyse permet l’exploitation des intermédiaires glycolytiques
nécessaires dans les différentes voies de biosynthèse lors de la formation de nouvelles
cellules.
L’effet Warbug étant accompagné d’un excès de lactate, une hypothèse est que les
cellules tumorales sont hétérogènes quant à leur métabolisme et certaines utilisent ce
lactate comme carburant pour la phosphorylation oxydative [Sonveaux et al., 2008].
Les mécanismes utilisés par les cellules tumorales pour passer de la phosphorylation
oxydative à la glycolyse reposent sur plusieurs processus. Un des mécanismes potentiels
repose sur la sur-expression de transporteurs de glucose comme GLUT1 ce qui permet
d’augmenter la quantité de glucose dans le cytoplasme.
La régulation de l’activité mitochondriale implique l’activation d’oncogènes comme
RAS ou MYC et du gène suppresseur de tumeur p53. Il a été montré que RAS régule
HIF1A, modulateur potentiel du lien entre glycolyse et phosphorylation oxydative, qui
supprimerait l’activité des mitochondries dans les cellules tumorales [Gogvadze et al.,
2008].
1.3.6 Microenvironnement et système immunitaire
Ces dernières années, la recherche a montré toute l’importance du microenvironne-
ment des cellules tumorales dans la formation et la progression des néoplasmes. Pour la
grande majorité des cancers, ces données suggèrent que l’on ne doit plus considérer ce
phénomène sur des cellules individuelles mais plutôt sur des tissus composés de diffé-
rents types cellulaires et dont les cellules hôtes jouent un rôle majeur à la manière d’un
système complexe (Fig. 1.5).
Ce microenvironnement tumoral est composé de la matrice extracellulaire et de dif-
férents types cellulaires tel que des fibroblastes, des adipocytes, des cellules endothé-
liales et des cellules du système immunitaire (granulocytes, lymphocytes, macrophages,
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FIG. 1.5: Les cellules du microenvironnement tumoral.
En haut- Un assemblage de types cellulaires distincts constitue la plupart des tumeurs solides.
Le parenchyme et le stroma des tumeurs contiennent des types cellulaires différents et des sous-
types cellulaires qui permettent la croissance et la progression tumorale. Notamment, les cellules
immunitaires inflammatoires présentes dans les tumeurs peuvent à la fois inclure des cellules qui
induisent la tumeur et d’autres qui la tue.
En bas- Les microenvironnements distincts des tumeurs. Les différents types de cellules stro-
males créent une succession de microenvironnements tumoraux qui varient au fur et à mesure
que les tumeurs envahissent les tissus normaux et par la suite s’implantent et colonisent les tis-
sus éloignés. L’abondance, l’organisation histologique, et les caractéristiques phénotypiques des
cellules stromales, ainsi que de la matrice extracellulaire (fond hachuré), évoluent pendant la pro-
gression, permettant ainsi la croissance primaire et métastatique ainsi que l’invasion. Les cellules
normales environnantes des sites primaires et métastatiques, affectent probablement aussi le ca-
ractère varié des microenvironnements néoplasiques. Légende et figure d’après [Hanahan and
Weinberg, 2011]
cellules dendritiques). Ce microenvironnement forme avec les cellules tumorales un ré-
seau d’interactions complexes où les communications s’effectuent grâce à des molécules
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sécrétées ou membranaires. Des études ont montré l’importance de ce microenvironne-
ment tumoral dans la formation et le développement des néoplasmes alors que d’autres
ont montré un effet bénéfique dans le pronostic.
Les cellules immunitaires occupent une grande place dans le stroma tumoral mais
leur rôle dans le développement tumoral n’est pas encore bien établi. Une des premières
interrogations concerne son activation. En effet, comparé à un agent pathogène clas-
sique, les cellules tumorales ne présentent pas d’antigène étranger à leur surface (hor-
mis pour les cancers viro-induits), ni de modification membranaire pouvant alerter le sys-
tème immunitaire. Des études ont montré que les altérations génétiques nécessaires à
la transformation néoplasique pouvaient jouer un rôle sur l’environnement tumoral [Eng
et al., 2009]. La seconde interrogation concerne son incapacité à détruire les cellules tu-
morales. Plusieurs hypothèses peuvent être émises : soit les cellules tumorales sont ca-
pables d’échapper au système immunitaire [Mantovani et al., 2008], soit elles le bloquent,
soit celui-ci est activé trop tardivement et les cellules sont déjà invasives [Ochsenbein,
2005]. Dans ce cas, l’immunogénicité des cellules tumorales pourrait être restaurée par
des traitements de chimiothérapie ou radiothérapie [Tesniere et al., 2008]. Il a tout de
même été montré que la croissance tumorale pouvait être inhibée par la réponse immu-
nitaire. En effet, une abondance de lymphocytes T dans le stroma a été associée à un
meilleur pronostic dans certains types de cancer comme le mélanome [van Houdt et al.,
2008] ou d’autres types de cancer [Pagès et al., 2010].
Ces dernières années, il a également été montré que l’activation du système immu-
nitaire pouvait avoir l’effet paradoxal de faciliter la tumorigénèse en relargant dans l’en-
vironnement tumoral des molécules permettant la croissance des cellules cancéreuses
[Qian and Pollard, 2010; DeNardo et al., 2010], comme le facteur de croissance EGF, le
facteur de croissance angiogénique VEGF, ou encore des enzymes de dégradation de la
matrice extra-cellulaire comme les métalloprotéinases [Qian and Pollard, 2010]
Cette existence non intuitive de cellules immunitaires pro- et anti-tumorales peut être
rationalisée par l’explication des différents rôles du système immunitaire. Ce système, dé-
tecte d’un côté les agents infectieux à éliminer et d’un autre est impliqué dans la cicatrisa-
tion des plaies et le nettoyage des cellules mortes et des débris cellulaires. Ces actions
sont effectuées par différentes catégories de cellules immunitaires qui sont les macro-
phages conventionnels et les neutrophiles, et des sous-classes de macrophages activés,
des neutrophiles et des progéniteurs myéloïdes. Ces dernières sont les sources ma-
jeures de relargage de facteurs de croissance, angiogéniques, épithéliaux et d’enzymes
de remodelage, indispensables pour la cicatrisation. De la même façon des sous-classes
de lymphocytes B et T peuvent faciliter le recrutement et l’activation de tels macrophages
et neutrophiles [Hanahan and Weinberg, 2011].
Heureusement, d’autres lymphocytes T et B et macrophages jouent un rôle dans la
destruction des tumeurs.
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2. LES TECHNOLOGIES HAUT DÉBIT DANS L’ÉTUDE DES CELLULES TUMORALES
Chapitre 2
Les technologies haut débit dans
l’étude des cellules tumorales
2.1 Introduction
Depuis la fin des années 1970, où les premiers oncogènes ont été découverts [Ste-
helin et al., 1976; Roussel et al., 1979], les techniques d’analyses en biologie moléculaire
ont incroyablement évolué. En effet, à partir des années 1990, les techniques dites « haut
débit », ont fait leur apparition. Ces technologies permettent ainsi de rechercher des va-
riations sur des milliers de gènes simultanément et donc de pouvoir réaliser des études
de génome entier. La technologie des biopuces peut-être appliquée dans différents do-
maines [Hoheisel, 2006] tel que ADN, ARN, protéines, etc
Dans cette présentation nous nous concentrerons sur les puces à ADN et notam-
ment celles qui permettent d’étudier le génome et ainsi rechercher entre autre le nombre
de copie d’ADN et celles qui permettent d’étudier le transcriptome et mesurer l’activité
transcriptionnelle dans les cellules étudiées. Depuis leur création, les puces à ADN ont
elles aussi bien évoluées, principalement en terme de taille, de résolution et de supports
utilisés (membrane de nylon, de verre, de plastique ou de silicium), mais le principe sous-
jacent est le même. Cette technologie repose sur le principe de l’hybridation moléculaire
décrite par Southern [1975] qui est à la base du southern blot. Sur les biopuces, les
sondes, choisies pour être spécifiques d’un locus donné sur le génome ou d’un trans-
cript, sont amplifiées et fixées sur un support solide miniature (Fig. 2.1). Les cibles (ici
FIG. 2.1: Exemple d’une puce Affymetrix R©
ADN ou ARN) sont extraites des cellules tumorales étudiées, marquées puis hybridées
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sur la puce. Une séquence d’ADN donnée ou un transcript, si présent dans l’échantillon
étudié, va se fixer sur les sondes correspondantes. Le signal est ensuite quantifié par
fluorescence ou marquage radioactif. Au vu du nombre de sondes pouvant être fixées
sur le support (plusieurs millions pour les dernières générations de puces), ces techno-
logies haute densité représentent des outils performants dans l’étude des cancers par le
criblage de génome entier.
Dans ce chapitre, nous allons détailler les différentes technologies de puces et l’en-
semble des altérations qu’il est possible d’étudier au niveau génome et transcriptome.
2.2 Principe général
On distingue deux grands types de puces à ADN : les puces par dépôt et les puces
à oligonucléotides synthétisés in situ qui diffèrent dans la manière où les sondes sont
déposées sur la puce. Il existe également un troisième type de puce où les sondes sont
fixées sur des microbilles. Parmi ces différents types de puces, on peut ensuite diffé-
rencier celles qui permettent d’analyser deux échantillons co-hybridés (et sont donc des
puces à deux canaux de fluorescence) et celles à un seul canal où un échantillon à la
fois peut être analysé.
2.2.1 Les puces à ADN par dépôt
Les sondes présentes sur ces puces peuvent être des oligonucléotides, des cDNA
ou encore des fragments de PCR qui correspondent aux cibles d’intérêt. Les sondes
sont synthétisées avant d’être déposées sur le support puis y sont fixées. Elles sont en-
suite déposées et fixées sur le support à l’aide d’aiguilles dirigées par un bras robotisé.
La grille de sondes ainsi obtenue est prête à être hybridée avec les ADNc des cibles
extraites depuis les échantillons à étudier. Cette technique est largement utilisée car elle
permet de produire des puces à façon selon les cibles d’intérêt. Les équipes de recherche
peuvent choisir les sondes à étudier, les synthétiser et les fixer sur le support avec un
coût moindre que les puces commerciales. L’expérience consiste à réaliser une hybrida-
tion compétitive (Fig. 2.2) entre les sondes de la puce et les cibles de deux conditions
différentes marquées avec deux fluorochromes distincts (usuellement la cyanine 3 qui
émet dans le vert et la cyanine 5 qui émet dans le rouge). Après lavage pour éliminer les
cibles non hybridées, la puce est scannée deux fois pour mesurer les intensités de fluo-
rescence pendant qu’un laser excite spécifiquement les deux fluorochromes dans leur
longueur d’onde d’excitation. Les intensités de fluorescences associées à chaque sonde
sont transformées en valeur numérique. Le rapport des intensités pour chaque sonde
correspond au signal relatif des deux conditions entre elles afin d’identifier les gènes sur-
ou sous-exprimés [Tang et al., 2007] par rapport à la condition de référence.
2.2.2 Les puces à ADN à oligonucléotides synthétisés in situ
Le terme oligonucléotides synthétisés in situ fait référence à la technique de fabri-
cation de ces puces. En effet, ici les sondes sont produites directement sur le support
solide de la puce. Les méthodes de synthèse et la longueur des sondes varient selon les
fabricants. Les sondes peuvent être longues (environ 60-mer pour les puces Agilent) ou
plus courtes (25-mer pour les puces Affymetrix). Plus les sondes sont longues plus elles
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FIG. 2.2: Principe d’une puce à ADN par hybridation compétitive.
sont spécifiques d’un gène cible, plus les sondes sont courtes plus la densité de couver-
ture est importante sur la puce et plus le coût de fabrication est moindre. La précision
avec laquelle les sondes sont fixées sur le support permet de s’affranchir de la variabilité
de la quantité de sondes déposées. Avec cette technologie, un seul échantillon marqué
est déposé sur une puce et la lecture de l’intensité de fluorescence par un scanner est
directement liée à la quantité de cibles présentes dans l’échantillon qui s’hybrident avec
les sondes. Cependant cette mesure ne révèle pas une quantité absolue des cibles mais
plutôt une quantité relative qu’il faut comparer aux autres gènes et autres conditions de
l’expérience.
Un des plus gros avantage de cette technologie, mis à part la résolution, est la très
bonne reproductibilité [Piper et al., 2002]. De plus, un échantillon aberrant ne peut affecter
la totalité des données brutes de l’expérience puisqu’il ne sera pas co-hybridé sur une
puce. Il suffira de le supprimer de l’analyse. En termes de limite, comparé aux puces à
deux canaux de fluorescence, deux fois plus de puces sont nécessaires pour comparer
des échantillons dans une expérience.
2.2.3 Les puces à ADN à microbilles (Bead Chip)
En 2002, la société Illumina développa une nouvelle technologie de puces pour l’ana-
lyse d’expression, le génotypage ou encore l’analyse de protéines. Leur technologie est
basée sur des microbilles de silice d’environ 3 microns qui s’auto-assemblent de façon
aléatoire dans des micro-puits sur l’un de leur deux substrats : faisceaux de fibres op-
tiques ou plaque de silice plane (Fig. 2.3). Ces billes sont détenues dans les puits pré-
sents sur le support selon les forces de Van der Walls et des interactions hydrostatiques.
30
2.3. HAUT-DÉBIT ET ÉTUDE DES CANCERS
Chaque bille est recouverte de centaines de milliers de copies d’un oligonucléotide spé-
cifique qui agissent comme des séquences de capture pour l’échantillon à analyser. En
moyenne, une trentaine de billes représentent la même séquence. Chaque bille est mar-
quée par un code barre lisible par un scanner afin de la localiser. Les billes sont donc as-
semblées aléatoirement sur le support et leur localisation est donc spécifique de chaque
puce analysée. Cette répartition aléatoire des billes sur le support permet à cette tech-
nologie de s’affranchir des biais spatiaux pouvant être rencontrés avec les autres types
de puces.
FIG. 2.3: La technologie des puces à microbilles (Bead Array) de la société Illumina.
Les sondes sont ici fixées sur des microbilles qui sont distribuées aléatoirement sur le support de
la puce.
2.3 Haut-débit et étude des cancers
Comme il a été décrit dans le chapitre 1, le développement d’une tumeur est un pro-
cessus qui comporte plusieurs étapes et une seule altération génétique ne suffit pas en
général pour aboutir à la transformation maligne. Les cellules cancéreuses continuent
à accumuler des mutations qui leur confèrent de nouvelles propriétés. Les multiples al-
térations observées au niveau du génome de ces tumeurs entraînent des altérations
d’expression des gènes (transcriptome) et bien entendu, des modulations du transcrip-
tome ont des répercussions sur l’ensemble des protéines (protéome) de la cellule. Dans
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ce contexte, les technologies haut-débit trouvent tout leur intérêt car elles permettent de
réaliser des études à grande échelle sur les cellules tumorales et ainsi étudier l’ensemble
des modulations possibles sans à priori. Le phénotype d’un individu résulte de la fonction
des protéine en aval de l’expression de son génotype (Fig. 2.4). Les gènes codant pour
des protéines sont transcripts en pré-ARN messagers qui sont eux-mêmes épissés afin
d’être traduits en protéines. Certains gènes sont transcripts en ARN non codant comme
les micro ARN qui contrôlent l’expression des gènes en s’appariant aux ARN messagers.
Ils entraînent leur dégradation ou bloquent leur traduction en protéines.
FIG. 2.4: Du gène à la protéine - Différents niveaux d’altération dans les cellules cancéreuses
Toutes ces étapes peuvent être altérées dans les cellules tumorales. La molécule
d’ADN peut être modifiée par des mutations, des gains ou des pertes ou encore des ano-
malies de méthylation sur les histones changeant ainsi la conformation de la double hé-
lice et l’accessibilité à la machinerie transcriptionnelle. Au niveau de la molécule d’ARN, la
quantité de transcripts générés est régulée ainsi que les différents isoformes produits par
épissage alternatif des pré-ARN. Au niveau protéique, outre la quantité, différentes mo-
difications post-traductionnelle peuvent être dérégulées dans les cellules cancéreuses.
Comme nous allons le voir, la technologie des biopuces permet d’étudier à grande
échelle les différentes étapes du passage de génotype à phénotype et joue donc un rôle
majeur dans la compréhension des mécanismes impliqués dans le développement de
cellules tumorales. Plus récemment, l’essor du séquençage nouvelle génération permet
également de réaliser ces analyses à haut débit, mais avec un coût encore bien supérieur
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pour le moment.
2.3.1 Étude au niveau de l’ADN
2.3.1.1 Analyse du nombre de copie
Il existe une relation étroite entre altération des profils génomiques et cellules tumo-
rales. Il a été montré qu’il existe un lien direct entre l’analyse des gains et des pertes et
le diagnostic des tumeurs [Bauer and Bastian, 2007] voire même dans le pronostic [Ali
et al., 2010]. Des études ont également montré que la recherche de régions gagnées
ou perdues permet également de mettre en évidence des oncogènes ou des gènes sup-
presseurs de tumeurs comme acteurs clés dans l’acquisition de capacités tumorales [Hui
et al., 2002; Ishizuka et al., 2002; Lassmann et al., 2007].
Différents types de puces permettent d’analyser ces altérations avec des résolutions
plus au moins fines et nous décrirons plus en détail dans la partie 2.4 les puces CGH
arrays et les puces SNP dans l’étude du nombre de copie d’ADN.
2.3.1.2 Polymorphismes
Chez l’homme, entre deux individus non apparentés, il existe des variations de sé-
quence non pathologiques nommées polymorphismes. Ces polymorphismes peuvent
être localisés dans des régions codantes ou non. Ils peuvent jouer un rôle dans divers
mécanismes physiologiques et être à l’origine de la susceptibilité accrue d’individus à
des maladies comme le cancer.
Parmi ces variations on peut distinguer les SNP pour Single Nucleotide Poylmorphism
qui constituent la forme la plus abondante de ces changements entre les individus et qui
correspond à une modification au niveau d’un nucléotide et doit exister chez plus de 1%
des individus. Ils sont présents toutes les 100 à 300 paires de bases. Dans les régions
codantes, ces SNP peuvent modifier ou non (grâce à la redondance du code génétique)
la protéine produite, et dans les régions non codantes, ces variations peuvent modifier les
sites d’épissage, les séquences des ARN non codant ou encore les régions régulatrices.
Il existe également dans notre génome des séquences nucléotidiques répétées en
tandem les unes à la suite des autres. Le nombre de répétition est extrêmement variable
entre les individus d’où leur nom de VNTR (Variable Number of Tandem Repeat). On
distingue les minisatellites qui sont des répétitions de motif de 10 à 60 paires des bases
et les microsatellites qui sont des répétitions de motif de 1 à 6 paires de bases.
Enfin, il existe des séquences d’ADN répétées dispersées qui sont réparties sur l’en-
semble du génome. Parmi ces séquences, on distingue les séquences SINE (Short Inter-
spersed Elements) dont la longueur varie entre 130 et 500 pb et dont les plus fréquentes
sont les séquences ALU, et les séquences LINE (Long Interspersed Elements) dont la
longueur est de l’ordre du kilobase.
Les insertions de séquences ALU peuvent entraîner des troubles héréditaires et avoir
toute leur importance dans l’étude des cancers. Le premier rapport entre des recombinai-
sons ALU et cancer date de 1995 lors d’une étude sur le cancer colorectal [Nyström-Lahti
et al., 1995].
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2.3.1.3 Méthylation
Outre des altérations du nombre de copies ou des mutations nucléotidiques, l’expres-
sion des gènes peut également être contrôlée par une régulation épigénétique. L’épigéné-
tique peut être définie par l’ensemble des opérations qui modifie le profil d’expression des
gènes sans changement dans la séquence nucléotidique. En effet, le contrôle de la struc-
ture de la chromatine (ADN + histones) influence l’expression génique. Pour être expri-
més, les gènes doivent être localisés dans une région où la chromatine est décompactée
afin de permettre la fixation de facteurs trans et ainsi activer la transcription. Lors d’une
conformation en chromatine ouverte, l’ADN est hypo-méthylé au niveau des cytosines
des îlots CpGs et s’enroule de façon lâche autour d’histones hyper-acétylés ce qui per-
met aux facteurs de transcription de se fixer et d’activer la transcription. En conformation
chromatine fermée et donc blocage de la transcription, les histones sont hypo-acétylés
et les îlots CpGs qui se trouvent dans les régions proximales des promoteurs pour une
grande partie des gènes sont hyper-méthylés. Ces modifications chimiques se font grâce
à différentes enzymes, les méthyltransférases, les déméthylases, ou encore les acétyl-
transférases et les déacétylases (Fig. 2.5). L’hyper méthylation de l’ADN peut être requis
pour des cas particuliers comme l’inactivation du chromosome X chez les femmes ou en-
core pour protéger l’intégrité chromosomique dans des régions répétées. Il a également
été montré que ces phénomènes épigénétiques pouvaient jouer un rôle dans le cancer
[Kouzarides, 1999; Das and Singal, 2004]. L’hyper-méthylation de gènes suppresseurs
de tumeurs pourrait rendre silencieux certains gènes cruciaux et une hypo-méthylation
pourrait activer des gènes impliqués dans l’invasion et le processus métastatique.
La méthylation des îlots CpGs ne peut pas être mesurée par des sondes d’ADN
complémentaires comme pour les autres puces décrites car ni la séquence d’ADN ni
le nombre de copie d’ADN est directement modifié. Afin de rendre ces altérations me-
surables, la technique la plus couramment utilisée, est de faire subir aux échantillons un
traitement bisulfite préalable. Les amorces oligonucléotides inspectent les sites de mé-
thylation des gènes putatifs dans l’ADN génomique traité au bisulfite. Le traitement au
bisulfite du CpG non méthylé convertit la cytosine en uracile, tandis que les cytosines
méthylées ne sont pas converties. Deux ensembles de sondes sont donc conçus pour
chaque cible CpG. Un ensemble correspondant à la séquence non méthylée traitée au bi-
sulfite (uracile) tandis que l’autre correspond à la séquence non traitée (5-méthylcytosine)
[Bibikova et al., 2006].
Avec le développement du séquençage haut-débit, les puces ne sont plus les seules
technologies qui permettent de faire de la recherche de régions hyper-méthylées ou hypo-
méthylées sur génome entier [Bibikova and Fan, 2010].
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FIG. 2.5: Le contrôle de la transcription par la méthylation de l’ADN.
Une région transcriptionnellement active ciblée pour devenir inactive est méthylée au niveau de
l’ADN par l’action de méthyltransférases ce qui conduit au recrutement de protéines se liant aux
ilôts CpG méthylés asssociées à des co-represseurs et des histones déacétylases (HDACs).
Les histones déacétylés prennent une conformation plus compacte qui empêche la fixation des
facteurs de transcription sur leur site.
Figure et légende d’après [Robertson and Wolffe, 2000]
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2.3.1.4 Fixation de régulateurs
La fixation de régulateurs trans dans les régions promotrices des gènes est indis-
pensable au bon fonctionnement de la machinerie transcriptionnelle. La technique d’im-
munoprecipitation de la chromatine a été adaptée sur puce pour l’étude de génomes
entier afin de pouvoir identifier de nouveaux facteurs de transcription impliqués dans la
régulation de l’expression de gènes cibles [Ren et al., 2000]. La technique de ChIP-on-
chip pour Chromatine ImmunoPrecipitation sur puce peut-être divisée en deux grandes
étapes. La première pour l’immunoprécipation de la chromatine, où les protéines sont
fixées in vivo par liaison covalente à l’ADN à l’aide de formaldéhyde ; l’ADN est ensuite
extrait et découpé ; les fragments associés à la protéine étudiée sont sélectionnés grâce
à un anticorps ; après lavage de l’excédent les complexes protéine-ADN sont dénaturés.
La deuxième étape consiste à hybrider les fragments d’ADN sélectionnés sur puces afin
de les identifier (Fig. 2.6).
FIG. 2.6: Schéma représentant les différentes étapes de la technique d’immunoprécipation de la
chromatine sur puce.
Les protéines sont liées de façon covalente à l’ADN (avec du formaldéhyde), l’ADN est ensuite
extrait puis fractionné. Les fragments d’intérêt, associés à la protéine étudiée, sont sélectionnés
grâce à un anticorps. Après précipitation des complexes ADN-protéine-anticorps et élimination du
surnageant, les complexes ADN-protéine sont séparés. Les fragments recueillis sont finalement
analysés sur puce à ADN pour les identifier.
2.3.2 Étude au niveau de l’ARN
Nous décrirons plus en détail dans la partie 2.5 les deux types de puces utilisés dans
notre projet d’analyse du transcriptome sur le mélanome de la choroïde.
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2.3.2.1 Quantification
La technique des puces à ADN permet de comparer les profils d’expression de cel-
lules présentant des phénotypes différents et permet donc de comprendre les bases
moléculaires associées à ces phénotypes. La comparaison entre tissu sain et malade
permet d’identifier les gènes dérégulés dans la pathologie. Ces analyses permettent éga-
lement de générer des cartes d’identité des tumeurs selon leurs profils d’expression et
ainsi les classer selon les gènes sur- ou sous-exprimés et qui peuvent avoir un intérêt en
terme de pathogénèse, diagnostic, pronostic et traitement. L’analyse de ces profils d’ex-
pression en termes de corrélation permet également de mettre en évidence des groupes
de gènes qui peuvent être fonctionnellement reliés par des régulateurs communs. Ces
analyses permettent de mettre en évidence bon nombre de paramètres moléculaires ca-
ractéristiques de chaque tumeur et donc adapter les traitements.
2.3.2.2 Epissage
Le passage d’un ARN pré-messager à un ARN mature suscite également de l’intérêt
dans la progression tumorale. Il a été montré dans l’étude de cellules tumorales l’im-
portance que des dérèglements au niveau de l’épissage alternatif peuvent avoir dans la
prolifération cellulaire ou encore l’apoptose [Venables, 2004]. Certaines de ces perturba-
tions sont causées par des mutations aux sites d’épissage (Fig. 2.7) et leurs éléments
de contrôle, tandis que d’autres sont provoquées par des changements dans l’expression
des protéines contrôlant la sélection des sites d’épissage.
FIG. 2.7: Quelques exemples d’épissage alternatif.
A- l’utilisation de deux sites faibles (donneur et accepteur) permet, si les protéines requises sont
présentes en quantité suffisante, de définir un exon supplémentaire à inclure. B- Utilisation d’un
seul site alternatif, ici 3’ (accepteur). C- Utilisation d’un seul site alternatif, ici 5’ (donneur) avec
dans ces deux cas l’inclusion d’un exon supplémentaire comme en A. D- Situation dans laquelle
il y a deux paires de sites faibles et donc deux possibilités d’inclusion d’exon, qui sont exclusives
l’une de l’autre. E- Absence d’épissage d’un intron entraînant sa rétention dans le messager
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Il existe donc des puces qui permettent de quantifier les différents variants d’épissage
exprimés dans la cellule en mesurant la présence des exons spécifiques de chaque iso-
forme.
2.3.2.3 micro ARN
Dans les années 90, la découverte d’ARN messagers qui ne conduisent pas à la
production d’une protéine chez C. elegans s’apparente à une véritable révolution [Lee
et al., 1993]. D’autant plus que ces ARN ont la capacité de bloquer de façon sélec-
tive certains gènes. En 2001, le premier micro ARN est découvert chez les mammifères
[Lagos-Quintana et al., 2001] et depuis leur nombre ne cessent d’augmenter.
Des études dans la progression tumorale révèlent l’importance croissante de ces
petits ARN non codants [Garzon et al., 2006]. L’utilisation de puces à micro ARN (dont le
principe est similaire à celui des puces pour les ARNmessagers en adaptant la technique
d’extraction à ces ARN particuliers) ont montré que les profils d’expression de ces petits
ARN permettaient de différencier précisément les échantillons tumoraux des échantillons
normaux. L’équipe de Robert Weinberg, a analysé une liste de micro ARN présents dans
des tissus cancéreux et dans des tissus sains et a étudié leur rôle dans le développement
de métastases. Ils ont découvert qu’un micro ARN était présent en plus grande quantité
dans des cellules cancéreuses métastasées. En forçant des cellules humaines de cancer
du sein à sur exprimer ce micro ARN et en les injectant chez des souris, ces cellules ont
entraîné des métastases. Une des explications possibles serait que ce micro ARN bloque
un gène qui freine la migration cellulaire.
D’autres études ont montré que certains micro ARN favorisaient une division rapide
et incontrôlée des cellules favorisant ainsi la formation des tumeurs.
Mais si l’on connaît le rôle de certains micro ARN, la plupart ont une fonction qui reste
encore inconnue.
2.3.3 Étude au niveau protéique
Le niveau d’expression d’un gène ne reflète pas nécessairement la quantité de pro-
téines produites. Cependant les protéines sont elles-mêmes soumises à des régulations
traductionnelles et post-traductionnelles. Ainsi, analyser le protéome, c’est arriver à dé-
terminer la quantité de protéines actives présentes dans les cellules étudiées. Les puces
pour l’étude du protéome sont donc très prometteuses dans la compréhension du pro-
cessus tumoral. Cependant la technique est plus difficile à mettre à œuvre car il n’existe
pas de règle simple comme la complémentarité des acides nucléiques et il n’est pas tou-
jours évident de trouver des anticorps avec une bonne spécificité. Une des possibilités
pour étudier les protéines à grande échelle est de procéder de façon inverse comparé
aux puces à ADN et ainsi étudier une protéine par support solide sur lequel est déposé
différents échantillons à analyser. Il s’agit de la technique de RPPA pour Reverse Phase
Protein Array. Cette technique est une technique innovante qui nécessite une petite quan-
tité de matériel biologique (environ 1 ng) contrairement au western blot classique. Les
échantillons sont déposés de façon automatique sur une lame recouverte de nitrocellu-
lose qui peut en contenir plus de 1000 simultanément. En utilisant des anticorps dirigés
contre des modifications spécifiques comme la phosphorylation de certaines protéines,
la RPPA peut être utilisée pour analyser l’état d’activation des voies de signalisation dans
des cellules tumorales.
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2.3.4 Étude phénotypique
En plus de s’appliquer au niveau moléculaire, les approches haut débit peuvent éga-
lement permettre l’analyse au niveau phénotypique. Des puces TMA (pour Tissue Mi-
croArray) permettent de tester par immunohistochimie (IHC) l’intensité de l’expression
et la localisation cellulaire et subcellullaire du produit d’un ou plusieurs gènes ou bien
encore de rechercher les anomalies génétiques par FISH. Sur une lame, jusqu’à 1000
coupes tissulaires peuvent être analysées simultanément [Kononen et al., 1998].
2.4 Analyse du génome
2.4.1 Les puces CGH
L’hybridation génomique comparative (CGH) est une technique de cytogénétique mo-
léculaire qui a été décrite par Kallioniemi [Kallioniemi et al., 1992]. Elle permet de ca-
ractériser les gains et les pertes de segments chromosomiques observés dans l’ADN
tumoral. Son principe est basé sur l’hybridation compétitive de deux ADN (un normal et
un tumoral) marqués par des fluorochromes différents avec des chromosomes en mé-
taphase. Le rapport des deux fluorescences visualisées de manière optique le long des
chromosomes renseigne ainsi sur le gain ou la perte de régions chromosomiques au sein
de l’ADN tumoral par rapport à l’ADN contrôle. Cette technique permet donc de discer-
ner, avec une résolution d’environ 10 à 20 mégabases, l’ensemble des gains et pertes
chromosomiques de grande taille présent dans une tumeur donnée. Cependant, cette
résolution est très faible et la technique de CGH a été améliorée par notre connaissance
du génome humain combinée aux apports de la biologie à grande échelle. Dans la tech-
nique des puces CGH, les ADN ne sont plus hybridés sur des chromosomes mais sur
des fragments d’ADN bien identifiés (Fig. 2.8).
Ces sondes sont principalement issues des banques de chromosomes artificiels bac-
tériens clonés (BACs) contenant un fragment d’ADN humain d’environ 150 kilobases.
Ces fragments sont extraits, amplifiés, et déposés sur une puce [Pinkel et al., 1998; Pol-
lack et al., 1999]. Chaque spot à la surface de la puce correspond à un BAC et donc à
une zone précise du génome. La résolution de la puce CGH dépend donc du nombre de
BACs déposés et leur espacement sur le génome. Depuis la première étude pangéno-
mique réalisée par l’équipe de Pollack [Pollack et al., 1999] sur une puce à 4000 points, la
résolution n’a cessé d’augmenter. En 2001 avec environ 2400 BACs, ces puces permet-
taient d’avoir une résolution de 1,4 megabases [Snijders et al., 2001]. Il existe aujourd’hui
des puces couvrant la totalité du génome grâce à l’emploi de plus de 30 000 BACs se
recouvrant partiellement permettant d’atteindre des résolutions de l’ordre d’une centaine
de kilobase. Par ailleurs il existe également des puces CGH dont les sondes sont des
oligonucléotides et ces séquences étant bien plus courtes que des clones BACs permet-
traient d’atteindre des résolutions très élevées.
L’analyse des gains et des pertes dans le génome des tumeurs présente un double
intérêt : d’une part pour l’établissement d’une carte des altérations chromosomiques tu-
morales, cette carte des gains et des pertes étant associée de façon très étroite au diag-
nostic, voire au pronostic [Wilhelm et al., 2002], et d’autre part pour l’identification précise
des gènes dont un gain ou une perte de fonction est associée à ces altérations et à la
progression tumorale. Plusieurs études ont mis à profit cette stratégie pour identifier des
oncogènes ou des gènes suppresseurs de tumeurs, les premiers étant associés à des
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FIG. 2.8: Principe de la technique d’hybridation génomique comparative (CGH) et adaptation aux
puces CGH.
Figure d’après http: // fr. wikipedia. org/ wiki/ Hybridation_ g% C3% A9nomique_
comparative
régions de gain, et les seconds à des régions de perte [Albertson et al., 2000; Kauraniemi
et al., 2001; Garcia et al., 2005]. Par ailleurs, plusieurs études ont montré que le génome
des tumeurs et les altérations qu’il comportent étaient stables au cours du temps [Wald-
man et al., 2000; Albertson, 2003] ce qui souligne l’intérêt de la recherche des altérations
récurrentes car celles-ci apportent à la tumeur un avantage sélectif constant.
Cependant cette technique a ses limites. En effet, elle permet de détecter seulement
les modifications chromosomiques non équilibrées, c’est à dire qu’il est impossible de
mettre en évidence les translocations réciproques ou les inversions. De plus, le ratio des
fluorescences utilisé pour l’analyse quantitative ne permet pas d’avoir des informations
concernant la ploïdie.
2.4.2 Les puces Affymetrix SNP6.0
La plus grande différence entre les puces CGH et les puces SNP au niveau du proto-
cole est qu’il n’y a pas d’échantillon normal utilisé comme référence. Les puces SNP sont
des puces à ADN élaborées pour étudier les polymorphismes génétiques. Comme expli-
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qué au préalable, cette variation est la plus grande source de variabilité génétique entre
individus. En effet, il existe environ 10 millions de SNPs dans le génome humain [Cargill
et al., 1999] présents tous les 100 à 300 paires de bases en moyenne. Ces polymor-
phismes sont hautement conservés dans l’évolution et dans les populations. Ainsi leur
cartographie a été entreprise voici une dizaine d’années et les connaissances acquises
sont rassemblées dans des bases de données (projet HapMap et base de données
dbSNP, NCBI) [Consortium, 2005; Sherry et al., 2001]. Lors d’analyses non appariées
(dans ce cas l’appariement signifie échantillons tumoral + sain du même patient), 270
échantillons du HapMap sont utilisés comme référence. Les puces Affymetrix Genome-
Wide Human SNP array 6.0 contiennent plus de 1,8 millions de marqueurs génétiques
avec environ 900000 sondes pour l’étude du polymorphisme ou encore SNPs et 950000
sondes pour la détection du nombre de copie ou encore CNVs (Copy Number Variations).
Les CNVs dont définis comme des segments de chromosome d’au moins 1000 nucléo-
tides de long qui varient en nombre de copies d’un humain à un autre. D’après l’étude
de Redon et al. [Redon et al., 2006], sur 270 individus les CNVs représenteraient 12%
du génome ce qui permet d’avoir une résolution d’environ 0,7 kb. En pratique, les puces
SNPs sont composées de sondes de 25 nucléotides. Pour les sondes SNPs, il y a deux
sondes pour chaque SNPs, une pour chaque allèle, et pour chaque SNP, et elles sont
répétées 3 à 4 fois sur la puce à des localisations différentes. Pour les sondes CNVs, il
n’y a qu’un type de sonde pour chaque CNV puisque les deux allèles sont identiques et
il n’y a pas de réplicat à d’autres positions sur la puce.
Deux valeurs sont communément utilisées lors de l’analyse de ces puces, le log R
ratio (LRR) et le B allèle fréquence (BAF). R est la somme des fluorescences des deux
allèles pour un SNP donné et le LRR correspond au logarithme du ratio entre la somme
des deux sondes d’un SNP donné dans l’échantillon étudié et la même somme obtenue
dans la référence. Il ne s’agit donc pas du même log ratio utilisé dans les puces CGH
qui correspond au rapport des fluorescences issu de l’hybridation compétitive de deux
échantillons marqués par un fluorochrome différent. Le B allèle fréquence représente
la fraction d’allèle B par rapport à l’intensité totale issue de l’allèle A et de l’allèle B.
Concrètement dans une région normale, le LRR est à 0 et le BAF peut avoir 3 valeurs :
0 (correspondant à un génotype homozygote AA), 0.5 (pour un génotype hétérozygote
AB) ou 1 (pour le génotype homozygote BB) (Fig. 2.9).
En plus de l’analyse du nombre de copie à la manière des puces CGH, l’intérêt de
ces puces SNP pour l’étude du cancer est double car elles permettent une étude pan-
génomique des polymorphismes dans un échantillon, et elles permettent de réaliser un
dosage de chaque allèle, elles peuvent ainsi être également utilisées pour réaliser une
étude des pertes d’hétérozygotie. Elles deviennent donc un outil alternatif d’une grande
précision pour l’étude des altérations génomiques grâce aux informations supplémen-
taires qu’elles apportent notamment au niveau du génotype [Lindblad-Toh et al., 2000;
Mei et al., 2000; Zhou et al., 2005]. La perte d’hétérozygotie (LOH) est une forme de dés-
équilibre allélique où il y a perte complète d’un des 2 allèles. Comparé aux puces CGH,
pour un nombre de copie normal les puces SNPs permettent de détecter une perte d’hé-
térozygotie lors d’une isodisomie où les deux copies présentes proviennent en fait du
même chromosome. La mise en évidence de ces déséquilibres alléliques est un atout
dans l’analyse de tumeurs car de nombreuses études ont montré leur importance dans
la cancérogénèse [O’Keefe et al., 2010], dans la prédisposition tumorale [Li et al., 2010]
ou la prédiction de la survie [Parkin et al., 2010; Iwakawa et al., 2011]. De plus, en com-
binant à la fois le nombre de copie et le génotype la détection d’événements comme la
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FIG. 2.9: Exemple de profil SNP6.0. Sur cette figure est représenté en haut le nombre de copie
d’ADN centré sur 0 (ce qui correspond à 2 copies d’ADN) et en bas la fréquence allélique.
Dans une région normale (en bleu) le log R ratio est égal à 0 et la fréquence allélique varie entre
0 (AA), 0.5 (AB) et 1 (BB). Le log R ratio diminue dans les régions perdues (vert) et augmente
dans les régions gagnées (rouge). La fréquence allélique varie pour les SNPs hétérozygote dans
les régions altérées ou dans le cas de pert d’hétérozygotie dans les régions normales (LOH).
Dans une région perdue les SNPs hétérozygotes vont être séparés en deux groupes théoriques
un pour le génotype A (BAF=0) et un pour le génotype B (BAF=1). Dans les régions gagnées
les SNPs hétérozygotes sont également séparés en deux groupes et la valeur du BAF dépend
du nombre de copie. Si on passe à de deux à trois copies on aura deux génotype hétérozygotes
AAB (BAF=1/3) et ABB (BAF=2/3).
perte d’hétérozygotie ou connaître la ploïdie des cellules devient possible [Staaf et al.,
2008; Popova et al., 2009]
2.4.3 Extraction du signal
Dans toutes les analyses de puces à ADN une première étape de normalisation est
requise afin de corriger les biais expérimentaux et extraire l’information biologique. Les
protocoles en amont des technologies des puces CGH et des puces SNP étant différents,
les méthodes de normalisation sont également différentes.
2.4.3.1 Traitement des puces CGH
Dans les puces CGH, parmi les variations non biologiques systémiques, les biais
spatiaux sont les artefacts prédominants. On peut distinguer les gradients spatiaux conti-
nus et les biais spatiaux locaux qui se traduisent par des variations d’intensité de fluo-
rescence localisées. Ces variations ont un impact direct sur le signal quantifié par les
logiciels d’analyse d’images.
Dans l’équipe de bioinformatique, Neuvial et al. [Neuvial et al., 2006] ont développé
une méthode, MANOR (MicroArray Normalisation), qui permet de corriger ces biais spa-
tiaux (Fig. 2.10). Cette méthode consiste à faire un lissage spatial des données suivi
d’une segmentation des zones présentant la même tendance de valeurs puis identifier
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les zones aberrantes affectées par ces biais spatiaux. Cette méthode apparaît comme
étant l’algorithme le plus adapté pour la correction des biais spatiaux [Koren et al., 2007]
et est utilisée en routine au laboratoire.
FIG. 2.10: Biais spatiaux observés dans les puces CGH. A- Gradient spatial continue. B- Biais
spatial local.
Figure d’après [Neuvial et al., 2006]
2.4.3.2 Traitement des puces SNP6.0
Nous décrirons ici deux algorithmes majoritairement utilisés pour l’étude des SNP6.0 :
tout d’abord celui commercialisé par Affymetrix puis celui proposé par Henrik Bengtsson
du département de biostatistique de Berkeley (USA) dans le projet aroma, un projet open-
source pour l’analyse de données de puce (http://www.aroma-project.org/).
Affymetrix propose une suite de logiciels (Affymetrix Power Tools) pour analyser leurs
puces. Parmi les algorithmes proposés dans le logiciel Affymetrix Genotyping Console, la
méthode CN5 permet d’estimer le nombre de copie. Dans CN5, les signaux des sondes
sont normalisés (avec une correction du bruit de fond) pour les variations systémiques.
L’ensemble de ces sondes est ensuite normalisé par quantile via un algorithme proprié-
taire d’Affymetrix. Pour les sondes SNPs, les effets puces sont estimés séparément pour
chacun des allèles en utilisant l’algorithme PLIER (Probe Logarithmic Intensity Error). Le
nombre de copie total est obtenu en faisant la somme des intensités de chaque allèle. Le
log ratio est ensuite calculé avec la référence choisie. Pour finir, les log ratios sont ajustés
afin que la médiane de tous les signaux médians des chromosomes autosomaux soit à
zéro. Cette méthode ne peut s’appliquer qu’en utilisant les CDF par défaut et n’utilise que
les femmes (hommes) quand le calcul de la référence se fait sur le chromosome X (Y).
Il n’est pas possible de forcer l’estimation des ratios des chromosomes X et Y sur l’en-
semble des échantillons puisque les chromosomes sexuels diffèrent entre les femmes et
les hommes.
La méthode ACNE (Allele specific Copy Number Estimation) [Ortiz-Estevez et al.,
2010] est la dernière méthode développée par le groupe du projet Aroma pour l’analyse
des puces SNP6.0. Cette méthode se base sur la méthode CRMAv2 également propo-
sée par ce groupe [Bengtsson et al., 2009] pour calculer le nombre de copie et permet
également d’estimer la fréquence allélique. C’est une méthode puce à puce. Les résultats
ne sont pas dépendants de l’ensemble du jeu de données. La méthode ACNE permet un
pré-traitement des données et un regroupement des informations des différentes sondes
afin d’obtenir une estimation du nombre de copie total. Les différentes étapes de la mé-
thode consiste à calibrer les différents signaux entre les paires de sondes des allèles A et
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B, puis à normaliser les effets dus à la position des sondes dans la séquence des gènes
cibles. Les sondes répliquées sont regroupées par un modèle de moyenne robuste (et
en sommant les allèles A et B pour les sondes SNPs). Ce signal est normalisé pour les
effets longueur de PCR puis les nombres de copie sont calculés en faisant le ratio des
groupes de sondes de l’échantillon test sur celui utilisé comme référence.
D’après leur publication, ACNE donnerait de meilleurs résultats que ceux produits par
la suite logicielle d’Affymetrix. Cependant, suite à la comparaison de profils SNP6.0 en
sortie des deux algorithmes qui étaient assez similaires et parce que la méthode ACNE
est plus chronophage, nous utilisons en routine les sorties de CN5.
2.4.4 Segmentation des données
En sortie de ces méthodes d’extraction du signal, on obtient des valeurs quantitatives
proportionnelles au nombre de copie d’ADN. Cependant, il y a une fluctuation résiduelle
du signal inhérente aux technologies haut-débit. Le nombre de copie d’ADN est quasi-
ment semblable entre des locus contigus sauf pour certains d’entre eux où on observe
un changement abrupt, ces locus sont appelés points de cassure. Des méthodes de
segmentation ont été développées afin de mettre en évidence ces points de cassure le
long des chromosomes. Ces méthodes de segmentation doivent analyser les données
tout en prenant en compte la présence de valeurs aberrantes ou la contamination des
cellules normales présentes dans tous les échantillons qui ont pour effet de minimiser
plus ou moins les changements de nombre de copie. Plus la résolution des puces aug-
mente plus la mise en évidence d’aberrations de petites tailles est facilitée mais plus la
complexité des données augmente et donc nécessite des algorithmes performants. Dif-
férents algorithmes de segmentation ont été développés et comparés [Willenbrock and
Fridlyand, 2005; Lai et al., 2005].
Parmi ces méthodes nous pouvons citer : AWS (Adaptive Weights Smoothing) [Pol-
zehl and Spokoiny, 2000], méthode de lissage itérative ; CBS (Circular Binary Segmenta-
tion) [Olshen et al., 2004] basée sur l’application d’un test statistique avec permutation ;
Jong et al. [Jong et al., 2004] ont proposé une méthode qui maximise la vraisemblance
avec un terme pénalisant sur le nombre de points de cassure ; Wang et al. [Wang et al.,
2005] ont proposé une méthode basée sur la classification hiérarchique ; CBS amélioré
[Venkatraman and Olshen, 2007] pour que le temps de calcul soit linéaire en nombre
de sondes afin de s’adapter aux nouvelles versions de puces ; une méthode basée sur
les chaînes de Markov (HMM - Hidden Markov Model) [Fridlyand et al., 2004] ; CGHseg
[Picard et al., 2005] basée sur une approche de programmation dynamique avec vrai-
semblance pénalisée afin de choisir le nombre de points de cassures adaptés au profil ;
une méthode de lissage par quantile [Eilers and de Menezes, 2005] ; une méthode qui
chercher à débruiter les données en utilisant un découpage en vague [Hsu et al., 2005] ;
les méthodes proposées par Engler, Broet, Guha [Engler et al., 2006; Broët and Richard-
son, 2006; Guha et al., 2008] se basent sur des modèles de mixture Gaussien ; Lai et al.
[Lai et al., 2008] utilisent un modèle de segmentation Bayesienne ; haarseg [Ben-Yaacov
and Eldar, 2008] est basée sur un découpage en vague avec seuillage et est définie
comme étant 1000 fois plus rapide que les méthodes précédentes.
Ces méthodes ont été développées pour la segmentation des puces CGH. En 2010
Rigaill et al. a proposé une adaptation de la méthode CGHseg pour les données SNP6.0
qui sont plus complexes que les données de puces CGH [Rigaill, 2010a,b].
Alors que beaucoup de méthodes ont été proposées pour la segmentation des don-
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nées, peu traitent le problème de l’assignement d’un statut. L’algorithme GLAD (Gain
and Loss Analysis of DNA) [Hupé et al., 2004] permet dans un premier temps de détec-
ter les points de cassure dans le profil génomique (étape de segmentation via AWS ou
haarseg) puis attribue à chaque segment son statut, c’est à dire normal, perte, gain ou
amplification (étape d’attribution du statut génomique). Cette étape d’attribution du statut
de façon automatique permet de s’affranchir d’un travail manuel long et non reproductible
et permet d’éviter les erreurs de perception.
2.4.5 Attribution du génotype pour les puces SNP6.0
Les puces SNP6.0 sont plus riches en information que les puces CGH. En effet avec
deux sondes SNP par locus, en plus de pouvoir estimer le nombre de copie par le log
R ratio (LRR) de façon comparable aux puces CGH, ces puces permettent d’estimer
la fréquence allélique. Cette information supplémentaire peut être très informative, par
exemple lors d’une perte d’hétérozygotie dans une région à 2 copies. C’est une informa-
tion qui n’aurait pas pu être mise en évidence avec les puces CGH. La fréquence allélique
permet également d’estimer le niveau de contamination par les cellules normales dans
l’échantillon analysé en comparant le niveau réel du BAF au niveau théorique (0 ou 1
dans les régions délétées) [Nancarrow et al., 2007].
De plus, comme nous l’avons déjà cité précédemment, la prise en compte à la fois
du nombre du log ratio pour le nombre de copie et la fréquence allélique permet d’as-
signer plus précisément un statut à chaque segment. Popova et al. ont proposé une
méthode graphique (GAP - Genome Alteration Print) qui permet d’analyser automatique-
ment les profils complexes comme les échantillons de tumeurs qui sont fréquemment
polyploïdes ou contaminés [Popova et al., 2009]. Cette méthode permet donc de déter-
miner la ploïdie de chaque échantillon analysé et le nombre exact de copie de chaque
segment (Fig. 2.11).
Loo et al. [Loo et al., 2010] ont également proposé une approche bioinformatique AS-
CAT (allele-specific copy number analysis of tumors) qu’ils ont appliqué sur des tumeurs
de seins et qui permet précisement de décrire le nombre de copie de façon allèle spéci-
fique et ainsi estimer la ploïdie des tumeurs et la contamination de cellules normales.
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FIG. 2.11: GAP (Genome Alteration Print).
A ;B- Les signaux BAF et LRR sont utilisés pour segmenter les données. C- Il s’agit d’une pro-
jection combinée de LRR et BAF combiné. Chaque région du génome est représentée par deux
cercles symétriques dans le cas d’un déséquilibre allélique et d’un cercle centré à BAF=0.5 dans
le cas d’équilibre allélique. Il s’agit ici d’un échantillon diploïde. D- Le degré de contamination
par des cellules normales peut être déterminé à partir de la position des points et les altérations
caractérisant les sous-clones peuvent être identifiés. E- Le modèle GAP permet d’interpréter la
structure de l’ensemble et d’estimer le nombre de copie exact de chaque segment.
Figure et légende d’après [Popova et al., 2009]
2.5 Analyse du transcriptome
Dans cette partie nous décrirons plus précisément les deux types de puces Affymetrix
utilisées dans ce projet.
2.5.1 Les puces 3’IVT d’Affymetrix
Les puces Affymetrix 3’IVT GeneChip sont des puces commercialisées par la société
Affymetrix pour l’étude du transcriptome [Lockhart et al., 1996]. La dernière version de
ces puces transcriptome (version U133 plus 2.0) présente à sa surface plus de 1300000
oligonucléotides différents synthétisés et présents à des coordonnées précises sur la
surface de la puce à l’aide de la technique de photolithogravure. Ces sondes permettent
au final de dresser le profil d’expression de 47000 transcrits ou variants de transcription
dont 37500 sont caractérisés. Pour quantifier l’expression de ces transcrits, la société
affymetrix utilise 11 paires d’oligonucléotides pour chaque ARN messager.
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D’une part des combinaisons de 11 oligonucléotides d’une longueur de 25 bases sont
choisis sur une séquence dite « cible »d’environ 500 paires de bases, située préférentiel-
lement en 3’ de l’ARN messager étudié et aussi spécifique que possible de la séquence
cible. Ce sont les oligonucléotides « Perfect Match »(PM). D’autre part, afin de mieux
quantifier une éventuelle compétition d’hybridation avec d’autres séquences, à chaque
oligonucléotide PM est associé un oligonucléotide modifié, dont la 13ème base est in-
versée. Les bases azotées s’apparient par couple A-U et C-G ; en inversant une base (A
en U par exemple), l’hybridation avec la séquence correspondante ne devrait pas avoir
lieu. Ceci a pour objectif d’évaluer l’hybridation dite non spécifique, correspondant à un
« bruit de fond »biologique (hybridation à la cible de transcrits différents mais dont la sé-
quence est proche de celle recherchée). Ces 11 oligonucléotides appariés sont appelés
« MisMatch »(MM) (Fig. 2.12).
FIG. 2.12: Définition d’un probesets sur les puces Affymetrix 3’IVT. Il s’agit d’un ensemble de
sondes match et mismatch en région 3’ du transcrit ciblé.
L’ensemble des sondes pour un même transcrit seront groupées ensemble lors de
l’extraction du signal et formeront ce qu’on appellera un « probeset ».
Préalablement à l’hybridation, les ARN messagers extraits des échantillons à étudier
sont rétrotranscrits puis amplifiés et marqués. Le marquage est réalisé en même temps
que l’amplification et fait intervenir une étape de transcription in vitro en présence de
ribonucléotides biotinylés. Les ARN ainsi marqués sont fragmentés puis déposés sur la
puce pour réaliser l’hybridation, et enfin la révélation de la puce est faite en employant
une protéine de fusion streptavidine-phycoerythrine, couplée à l’utilisation d’un anticorps
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anti-streptavidine associé à la biotine pour amplifier le signal. Du fait de l’affinité très forte
de la streptavidine pour la biotine, les agents de révélation se fixent spécifiquement sur
les nucléotides marqués à la surface de la puce, et la fluorescence détectée grâce à un
scanner est proportionnelle, en chaque point, de la quantité de nucléotides marqués qui
se sont fixés. Le scanner permet donc d’obtenir une image de la fluorescence de la puce,
qu’il faut ensuite analyser pour quantifier la fluorescence en chaque point.
2.5.2 Les puces Exon Array d’Affymetrix
Comme indiqué plus haut, le phénomène d’épissage alternatif peut être fortement al-
téré dans les cellules tumorales. Il existe donc des puces permettant de quantifier les dif-
férents variants d’épissage exprimés dans la cellule en mesurant la présence des exons
spécifiques de chacun de ces variants.
Les puces Human Exon 1.0 ST de la société Affymetrix peuvent être considérées
aujourd’hui comme l’une des puces à ADN qui proposent la meilleure résolution sur le
marché puisqu’elles sont composées de plus de 5 millions de sondes qui permettent d’in-
terroger environ 1 million d’exons connus ou prédits. Cette puce est constituée d’environ
40 sondes par gène, distribuées le long du transcrit, ce qui offre une mesure plus pré-
cise que les puces 3’ décrites précédemment (Fig. 2.13). A l’échelle de l’exon, environ
4 sondes permettent de mesurer un signal d’expression et ainsi détecter des épissages
alternatifs.
Affymetrix a défini 3 niveaux d’annotation de ces sondes en fonction de la fiabilité
des exons qu’elles ciblent : les sondes « core »ciblent les exons définis par des aligne-
ments sur la longueur totale des ADNc et contiennent ainsi l’information complète de la
séquence codante ; les sondes « extended »ciblent les exons définis par des alignements
d’ADNc partiels et d’EST ainsi que des exons définis par homologie de séquence avec
des exons décrits chez la souris, le rat ou l’humain ainsi que des gènes mitochondriaux ;
les sondes « full »ciblent uniquement les exons prédits informatiquement.
Ces différents niveaux d’annotation peuvent être utilisés comme filtre afin de cibler
les sondes sur lesquelles on veut travailler selon leur qualité. Ces puces offrent ainsi la
possibilité d’identifier des épissages alternatifs connus ou d’en découvrir de nouveaux,
en plus de permettre la mesure de l’expression globale du transcriptome (tous variants
confondus) avec une meilleure couverture des transcrits par les sondes.
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FIG. 2.13: Différence de positionnement des sondes dans les puces 3’IVT et dans les puces
exons.
2.5.3 Algorithmes pour l’extraction du signal des puces d’expression Af-
fymetrix
Après hybridation, la puce est scannée pour obtenir une image qui représente le
niveau de fluorescence proportionnel à la quantité d’oligonucléotides fixés. En sortie de
scanner, ces fichiers images sont traités afin d’obtenir une valeur numérique pour chaque
oligonucléotide. Cependant, lors d’une expérience de puces, il y a plusieurs sources de
variations qui participent au signal, comme des différences dans le marquage ou les
quantités d’ARN déposées et leur qualité également. Différentes méthodes permettent
ainsi d’obtenir un signal d’expression associé à chaque gène ou ARN messager, en pre-
nant en compte les différentes sources de variations qui se révèlent être non spécifiques.
2.5.3.1 MAS 5.0
L’algorithme MAS 5.0, développé par Affymetrix, génère deux types de valeurs : un
signal proprement dit qui représente la quantité relative du transcrit dans l’échantillon
analysé, et une p-value associée qui représente la probabilité que le transcrit soit absent
de l’échantillon. Toutes les valeurs de fluorescence sont d’abord corrigées d’un bruit de
fond éventuel en se basant sur les intensités de fluorescence des cellules adjacentes.
Puis le signal est calculé en prenant en compte l’intensité d’hybridation des sondes PM
et des sondes MM, lesquelles sont censées rendre compte du bruit de fond d’hybridation
non spécifique, le principe de base étant de soustraire la fluorescence des oligonucléo-
tides MM à celle des oligonucléotides PM et d’estimer une moyenne robuste de log(PM-
MM). Le calcul du statut Absent ou Présent est basé quant à lui sur l’utilisation d’un score
discriminant qui est une mesure relative de la différence entre les intensités PM et MM.
Les couples d’oligonucléotides pour lesquels les intensités PM et MM sont semblables
sont ignorés, et la p-value résulte d’un test de Wilcoxon, où ces scores discriminants sont
comparés à une valeur seuil fixée par la méthode à 0,0015. Le statut Absent, Présent ou
Marginal résulte directement de cette p-value. Suite au calcul du signal et de la p-value,
l’algorithme MAS 5.0 procède à une normalisation de toutes les puces afin de les ajus-
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ter, chacune à une même intensité moyenne appelée « target value » (habituellement,
cette valeur est de 500). Cette étape repose sur l’hypothèse que l’intensité moyenne des
sondes à la surface de la puce doit être égale d’un échantillon à l’autre et permet donc
de comparer les valeurs d’expression d’un gène entre les échantillons.
En plus d’être relativement obscur, l’algorithme MAS 5.0 présente l’inconvénient de
reposer sur beaucoup de valeurs arbitraires. Il présente également des performances
discutables pour les faibles valeurs d’hybridation.
2.5.3.2 RMA et GCRMA
La méthode RMA pour Robust Multiarray Average, est une alternative à MAS 5.0 dé-
veloppée par Irizzary et al. [Irizarry et al., 2003]. Sans tenir compte des MM, la méthode
RMA vise à établir des critères de comparaison tangibles entre les différentes puces
d’une expérience, là où MAS 5.0 se contentait d’ajuster le niveau moyen de toutes les
puces. Après avoir estimé et soustrait le bruit de fond calculé globalement à partir de
toutes les valeurs de PM, les puces sont normalisées entre elles par la méthode des
quantiles [Bolstad et al., 2003], c’est-à-dire que les signaux sont ajustés de manière à ce
que toutes les puces aient la même distribution d’intensité des sondes. Enfin, un algo-
rithme « median-polish » est appliqué aux signaux de chacun des probe sets pris sépa-
rément en partant des observations suivantes : l’affinité d’une sonde pour sa cible devrait
être constante d’une puce à l’autre et la variance des sondes devrait être globalement
constante. Un signal est alors obtenu pour chaque ensemble de sondes, représentant la
valeur d’expression du transcrit cible.
La méthode GCRMA, pour GeneChip RMA [Wu et al., 2004b] diffère de la précédente
par le calcul du bruit de fond. Cette correction du bruit de fond est réalisée en fonction
du contenu en nucléotides G et C de chacune des sondes à la surface de la puce. En
effet, si l’on fait l’hypothèse qu’il existe un bruit de fond dû à une homologie partielle des
séquences entre la sonde et des acides nucléiques en solution, il existe une hybridation
entre ces séquences, et donc un bruit de fond, proportionnelle au contenu en nucléotides
G/C dans chaque sonde. GCRMA utilise un modèle prenant en compte la composition
nucléotidique de chaque sonde, ainsi que la position des nucléotides G et C, le reste de
la procédure étant semblable à celle de la méthode RMA.
2.5.3.3 Autres algorithmes
Il existe d’autres méthodes de normalisation des données Affymetrix mais celles-ci
ne sont pas utilisées en routine. On peut citer la méthode Li-Wong [Li and Wong, 2001]
notamment implémentée dans le logiciel D-Chip. Plus récemment, les méthodes FARMS,
pour Factor Analysis for Robust Microarray Summarization [Hochreiter et al., 2006] basée
sur l’hypothèse d’une distribution Gaussienne du bruit, et la méthode non paramétrique
DFW [Chen et al., 2007] pour Distribution Free Weighted method, sont censées donner
d’excellents résultats en termes de spécificité et de sensibilité.
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3. ANALYSE DE DONNÉES HAUT DÉBIT
Chapitre 3
Analyse de données haut débit
Comme nous venons de le décrire, les technologies haut débit génèrent un grand
nombre d’information. Leur analyse nécessite donc un ensemble de méthodologies adap-
tées afin d’extraire au mieux l’information biologique répondant aux questions posées.
Dans cette partie nous allons aborder les différentes méthodes communément uti-
lisées dans l’analyse de données haut débit. Nous verrons dans un premier temps les
méthodes de clustering hiérarchique et d’analyse en composantes principales qui per-
mettent l’analyse exploratoire multivariée des données. Nous aborderons ensuite les
analyses supervisées qui permettent de mettre en évidence les gènes impliqués dans
les questions biologiques posées. Enfin, nous aborderons les méthodes qui permettent
de regrouper les gènes d’intérêt en sous groupe afin d’extraire au mieux l’information
biologique.
Nous prendrons comme exemple dans cette partie des données d’expression repré-
sentées par une matrice de n observations (échantillons) et p variables (gènes).
3.1 Analyses exploratoires non supervisées
Les analyses non supervisées consistent à prendre en compte l’ensemble des p
gènes et/ou l’ensemble des n échantillons de manière à les séparer en groupes distincts
de façon automatique sans que la connaissance de classes existantes ne vienne interfé-
rer dans le résultat. Ces analyses permettent de mettre en évidence des similitudes entre
groupes d’échantillons ou de gènes et permettent par exemple de découvrir de nouveaux
sous-groupes dans un cancer donné en se basant sur leur profil d’expression (ou sur le
profil de leur altérations chromosomiques).
3.1.1 Clustering Hiérarchique
Le clustering hiérarchique est une méthode puissante et largement utilisée pour l’ana-
lyse de grands jeux de données génomiques. L’idée sous-jacente est d’assembler un en-
semble d’objets comme des gènes ou des biopuces afin de former un arbre. Si ces objets
sont reliés par de courtes branches, ils sont très similaires entre eux et plus la longueur
des branches augmente plus cette similarité diminue.
Prenons comme exemple un clustering hiérarchique des n échantillons d’une expé-
rience. La première étape consiste à calculer la matrice des distances entre les n échan-
tillons décrits par les p gènes de leur profil d’expression. Le processus d’agglomération
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hiérarchique consiste ensuite en une succession de cycles répétés où les deux objets les
plus proches, donc ceux qui ont la plus petite distance, sont regroupés par une branche
de l’arbre avec une longueur de branche proportionnelle à la distance calculée entre ces
deux objets. Les deux objets regroupés sont supprimés de l’ensemble des échantillons et
sont remplacés par un nouvel objet représentant leur regroupement. Les distances entre
ce nouvel objet et les autres sont re-calculées et ce processus est répété jusqu’à ce qu’il
ne reste plus d’objet à relier.
Deux niveaux de mesure sont importants dans un clustering hiérarchique : la distance
entre les objets appelée la métrique et la distance entre les groupes d’objets appelés le
critère de lien.
3.1.1.1 Métriques
Il existe différentes métriques parmi lesquelles nous pouvons citer :
La distance euclidienne Comme toutes les distances, il s’agit d’une mesure de dissi-
milarité. Plus cette mesure est élevée moins les objets comparés sont similaires. Il s’agit
de la distance la plus utilisée dans l’analyse de données d’expression [Quackenbush,
2001]. Deux tumeurs seront proches selon la mesure de la distance euclidienne si leurs
profils d’expression ont un niveau similaire, c’est à dire si le niveau d’expression des
gènes est semblable.
La formule de la distance euclidienne entre deux échantillons x et y dans un espace
à n gènes peut s’écrire :
d(x, y) =
√∑n
i=1(xi − yi)2
La corrélation de Pearson En opposition à la distance euclidienne, la corrélation de
Pearson est une mesure de similarité. Plus la corrélation est grande plus les échantillons
comparés sont similaires. La méthode de clustering nécessite une mesure de dissimi-
larité, il faudra donc transformer cette mesure en mesure de dissimilarité en utilisant
1-corrélation.
Cette mesure permet de mettre en évidence si les objets comparés évoluent dans le
même sens. Elle mesure le lien linéaire entre les deux. Lors de la comparaison de deux
tumeurs, celles-ci seront proches si l’expression de leurs gènes évolue dans le même
sens. Ce qui signifie que ces gènes peuvent ne pas avoir le même niveau d’expression,
l’un peut être bien plus exprimé que l’autre, mais doivent varier de la même façon.
Le coefficient de corrélation de Pearson n’est donc pas sensible aux échelles et per-
met donc de comparer des objets définis par des échelles différentes. En revanche cette
mesure de distance est relativement sensible aux valeurs aberrantes.
La formule pour calculer le coefficient de corrélation de Pearson r entre deux échan-
tillons x et y dans un espace à n gènes peut s’écrire :
rxy =
cov(x,y)√
var(x).
√
var(y)
=
P
n
i=1
(xi−x¯).(yi−y¯)√P
n
i=1
(xi−x¯)2.
√P
n
i=1
(yi−y¯)2
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La corrélation de Spearman Le coefficient de corrélation de Spearman est un coeffi-
cient de corrélation non paramétrique basé sur les rangs. Le coefficient de corrélation de
Spearman n’est pas sensible aux valeurs aberrantes et est plus adapté lorsqu’il y a peu
de points.
La formule de la corrélation de Spearman entre deux échantillons s’écrit de la même
façon que la formule de la corrélation de Pearson sauf qu’on utilise les rangs au lieu
d’utiliser les valeurs de x et y.
3.1.1.2 Les critères de liens
Il existe différents critères de lien pour mesurer les distances entre les groupes d’ob-
jets (Fig. 3.1) :
Le lien simple est l’algorithme de clustering le plus simple. Il est encore appelé mé-
thode du plus proche voisin et correspond à la distance minimale entre les éléments de
deux clusters. Cette méthode tend à produire des clusters non compacts, lâches, car
deux clusters peuvent être proches si deux membres sont proches, bien que le reste
ne le soit pas. En particulier, cette méthode a souvent pour conséquence d’inclure des
éléments supplémentaires et isolés à un cluster déjà existant. Ceci produit de grands
arbres avec plusieurs branches sans ramification, ce qui rend cette méthode peu propice
à l’analyse de données de puces à ADN.
Le lien complet est également connu comme la méthode du voisin le plus éloigné. La
distance entre deux clusters est la distance maximale calculée entre chacun de leurs élé-
ments. De manière naturelle, cette méthode tend à produire des clusters très compacts,
de tailles uniformes.
Le lien centroïde La distance entre deux clusters correspond à la distance entre leur
deux barycentres
Le lien moyen La distance entre deux clusters est la moyenne des distances entre
toutes les paires d’éléments des clusters. Les méthodes qui s’en approchent font inter-
venir la médiane au lieu de la moyenne.
Le lien de ward constitue des clusters de manière à minimiser la somme des carrés
des distances entre les groupes. Cette approche tend à produire des groupes compacts
et de petite taille. Il s’agit du critère de lien le plus approprié pour les données de puces
à ADN.
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FIG. 3.1: Représentation schématique des différents critères de lien pour l’agrégation des groupes
d’objet
3.1.2 Analyse en Composantes Principales
L’analyse en composante principale est une technique proposée par Pearson [Pear-
son, 1901] et Hotelling [Hotelling, 1933] qui permet la compression et la classification des
données. Cette méthode est une transformation linéaire qui consiste à réduire un jeu de
données multidimensionnel en un nouvel ensemble de variables plus petit que l’ensemble
d’origine mais qui préserve autant que possible l’information importante contenue dans
l’échantillon. Cette information est définie par la variabilité présente dans l’échantillon
et par les corrélations existantes entre les variables originelles. Ces nouvelles variables
appelées composantes principales sont non corrélées et ordonnées selon la quantité
d’information qu’elles contiennent. La première composante contient donc la plus grande
quantité de variation et la deuxième composante contient en deuxième lieu la plus grande
quantité de variation. Par exemple, pour représenter un nuage de points elliptique placé
dans un espace à 3 dimensions, la première composante principale serait le plus long
axe de l’ellipsoïde, la seconde composante serait le second plus long perpendiculaire au
premier et la troisième composante serait le plus petit axe. Les composantes principales
sont donc ordonnées par la quantité de variance qu’elles expliquent. Elles peuvent être
trouvées en calculant les vecteurs propres de la matrice de covariance des données.
Les valeurs propres correspondantes déterminent combien la variance présente dans
les données est expliquée par chacune des composantes principales.
Les résultats obtenus par puces à ADN montrent qu’il existe toujours des gènes cor-
rélés dans leur comportement. Ceci indique qu’une partie de l’information contenue dans
ces grands jeux de données est redondante et peut donc certainement être ignorée sans
en perdre pour autant. Par exemple, si plusieurs échantillons sont très proches, il doit être
possible d’ignorer une partie de l’information redondante et de moyenner un ensemble
de gènes sans perte d’information. Des exemples pratiques d’application de l’ACP sur de
l’analyse de données d’expression ont été présentées par Yeung et Ruzzo [Yeung and
Ruzzo, 2001] ou Raychaudhuri [Raychaudhuri et al., 2000]
L’objectif de l’ACP est de réduire la dimension de l’espace des données en représen-
tant le mieux possible la réalité des données dans un espace de dimensions réduites. Il
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s’agit par exemple de représenter les n échantillons analysés dans un espace à 3 dimen-
sions, au lieu d’un espace à p dimensions, p étant le nombre de gènes sur la puce. Pour
cela, l’algorithme détermine une série d’axes orthogonaux (indépendants et donc non
corrélés), les composantes principales. Les composantes principales sont ordonnées de
telle sorte que la première composante représente la plus grande variance comparés aux
autres composantes et ainsi de suite. Les composantes peuvent être interprétées comme
les directions qui maximisent la variation. Si les données sont très corrélées entre elles,
enlever 50% des dimensions pourra entraîner une perte de moins de 10% de l’informa-
tion alors que sur des données non corrélées, une suppression de 50% des dimensions
pourra engendrer un taux de perte de 50%. En général, ce sont donc les 2 ou 3 pre-
mières composantes qui sont utilisées car généralement elles suffisent à elles seules
à résumer correctement l’information contenue dans les données, mais également car
elles permettent une représentation visuelle adéquate.
L’analyse en composantes principales possède donc des avantages indéniables dans
la mesure où, en réduisant la dimension de l’espace des données, elle peut non seule-
ment faciliter la visualisation de ces dernières, mais également permettre de séparer les
données en groupes. Elle permet également de mettre en évidence des données aber-
rantes, que ce soit des échantillons problématiques par rapport à l’ensemble du jeu de
données ou des probesets car ils seront à l’extérieur du nuage de points central. Ce-
pendant à la manière du clustering hiérarchique, il n’existe pas de séparation directe des
données en classes et la tâche revient à l’utilisateur d’identifier visuellement les groupes
qui ressortent de l’analyse.
3.2 Analyses Supervisées
Contrairement aux analyses non supervisées, ces analyses prennent en compte les
différents sous-groupes du jeu de données à analyser et ont pour but de rechercher des
gènes différentiellement exprimés de manière significative entre les différentes classes
d’échantillons.
Les questions simples et usuelles lors d’une expérience de puces à ADN consistent
à identifier les gènes différentiellement exprimés entre deux conditions comme entre
des échantillons normaux et des échantillons tumoraux ou entre des différentes classes
d’échantillons tumoraux. Afin d’identifier ces gènes, la méthode la plus simple consiste
à calculer le rapport des moyennes des expressions entre deux conditions, il s’agit du
« fold-change » puis de délimiter un seuil au dessus duquel il y aurait une différence
d’expression du gène entre les conditions étudiées. Cependant ce seuil est complètement
arbitraire et le test n’est associé à aucune statistique qui permet d’évaluer la confiance
que l’on peut avoir dans les résultats.
Nous allons aborder dans cette partie différents tests statistiques pouvant être appli-
qués aux données à grande dimension ainsi que les contrôles nécessaires à effectuer
lors de tests multiples. Parmi les nombreuses méthodes qui ont été publiées, nous avons
choisi de présenter également deux méthodes développées pour l’analyse de grands
jeux de données et donc adaptées aux expériences de puces.
Pour chaque gène i, on considère les hypothèses suivantes :
– Hypothèse nulle
H0i : Le gène i a le même niveau d’expression dans les deux groupes.
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– Hypothèse alternative
H1i : Le gène i a un niveau d’expression différent dans les deux groupes.
Les différents tests décrits dans cette partie cherchent à tester l’hypothèse nulle H0i. Ils
peuvent être paramétriques ou non et leur application est plus ou moins adéquate en
fonction de la distribution des données, de leur indépendance, si elles sont appariées ou
non et de l’égalité des variances intra- et inter- groupes.
3.2.1 Le test de Student
Le test de Student ou test t est un test paramétrique qui permet entre autre de tester
que les moyennes de deux populations normalement distribuées sont égales. C’est un
test simple appliqué à chacun des gènes de l’expérience pour détecter s’ils sont différen-
tiellement exprimés entre deux séries d’échantillons. Les hypothèses de départ devant
être respectées pour l’utilisation du test de Student sont :
– chaque population doit suivre une loi normale (qui peut être testée en utilisant des
tests de normalité comme le test de Kolmogorov–Smirnov).
– les deux populations à comparer doivent avoir la même variance. Le test de Student
en sera plus robuste. Une alternative possible est d’utiliser une adaptation du test
t, le test de Welch qui n’est pas sensible à ce paramètre d’égalité des variances ni
à la taille des deux populations à comparer.
– les données doivent être indépendantes sinon le test t classique aura tendance à
mal estimer les résultats.
Deux versions du test t existent suivant l’indépendance ou l’appariement des échan-
tillons.
Le test t pour données non appariées (unpaired t test) permet la comparaison de deux
populations différentes. Dans la majorité des cas, l’adaptation de Welch est utilisée car
non dépendante de l’égalité des variances. Si x¯1i et x¯2i désignent les niveaux d’expres-
sion moyens pour le gène i dans chacune des deux conditions, et s1i et s2i désignent les
variances du niveau d’expression du gène i dans les deux conditions, la statistique t pour
le gène i peut s’écrire comme suit, avec n1 et n2 respectivement le nombre d’échantillons
dans chacune des deux conditions.
ti =
x¯1i − x¯2i√
s2
1i
n1
+
s2
2i
n2
Le test t pour données appariées (paired t test) s’applique par exemple dans le cas
où des mesures ont été réalisées pour un même échantillon dans deux conditions dif-
férentes (comparaison de tissus sains et pathologiques chez les mêmes patients). Pour
chaque échantillon on considère pour un gène i la différence xi entre les deux intensités
d’expression. Le test t pour données appariées consiste donc à regarder si cette valeur
est différente de zéro. Si x¯i désigne la moyenne des valeurs xi pour le gène i, et si dé-
signe la variance de xi , la statistique t pour le gène i peut s’écrire comme suit, avec n
désignant le nombre d’échantillons :
ti =
x¯i
si√
n
La statistique de test est alors convertie en p-value au moyen des tables de la loi de
Student (avec un degré de liberté approprié).
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La critique principale pouvant être faite au test t est qu’il s’agit d’un test sensible aux
valeurs extrêmes. En effet, dans le cas d’un test non apparié, la statistique de test peut
être élevée (et donc une p-value anormalement petite) si le numérateur est grand ou si
le numérateur très petit. Ensuite, si le nombre d’échantillon dans chacun des groupes est
trop faible il sera peu puissant pour détecter les gènes différentiellement exprimés. Et en-
fin, l’hypothèse de normalité rend ce test difficilement applicable en l’état aux expériences
de puces à ADN [Hatfield et al., 2003; Jeanmougin et al., 2010].
3.2.2 L’analyse de la variance
Lorsque qu’une expérience de puces à ADN implique plusieurs conditions et inter-
actions, l’analyse de variance ou ANOVA, est la méthode la plus appropriée [Kerr et al.,
2000]. L’analyse de la variance suppose que la variabilité de la quantité mesurée (l’ex-
pression des gènes) peut être divisée en différentes sources identifiables. Parmi les
sources de variabilités nous pouvons citer les facteurs expérimentaux et le bruit aléa-
toire. L’analyse de la variance permet de déterminer si la variabilité due à un facteur
particulier, ou une combinaison de facteurs, est statistiquement significative par rapport
à la variabilité de mesure des sources aléatoires [Pavlidis, 2003].
Chaque gène est considéré à la fois. Le modèle ANOVA décompose l’expression
d’un gène en une somme de termes représentant les contributions (effets) des différents
facteurs. Les termes incluent les facteurs du design expérimental et les facteurs relatifs
aux conditions biologiques de chaque échantillon [Churchill, 2004].
Dans une ANOVA à deux facteurs le logarithme du niveau d’expression d’un gène est
décomposé comme suit :
Eijk = µ+ Ti + Sj + (T · S)ij + εijk


i = 1...n
j = 1...m
k = 1...p
Il s’agit du modèle linéaire de l’expression d’un gène dans k réplicats pour le facteur
T à i niveaux et pour le facteur S à j niveaux (traitement reçu et groupe de patients par
exemple) avec n et m niveaux respectivement et p réplicats par groupe. µ représente
le niveau moyen d’expression du gène et ε le bruit aléatoire, ou l’erreur de mesure, de
moyenne 0 et de variance σ2. Le niveau d’expression E peut être touché par des effets
dus à T , S et à leur interaction (T.S). Les paramètres de ce modèle sont ajustés pour
chacun des gènes. La nullité de chacun est testée statistiquement, ce qui donne dans ce
modèle trois statistiques avec des p-value correspondantes pour chaque gène.
Il y a un certain nombre d’hypothèses à prendre en compte pour une bonne appli-
cation de l’ANOVA. Ces hypothèses comprennent l’indépendance, la normalité et l’ho-
mogénéité de la variance des erreurs et bien entendu que le modèle linéaire décrive
correctement les données. Dans les données de puces à ADN, il y a des gènes pour les-
quels les hypothèses seront valables et d’autres pas. Des tentatives de correction pour-
raient améliorer la situation pour certains gènes et l’aggraver pour d’autres. L’utilisation
de méthodes non paramétriques pourrait permettre de s’affranchir de ces hypothèses de
départ mais les analyses subiraient une perte de puissance. Dans la pratique, il apparait
que l’ANOVA paramétrique donne d’excellents résultats biologiquement significatifs.
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3.2.3 Le test de Wilcoxon
Parmi les tests non paramétriques, l’équivalent du test t sur des données appariées
est le test des signes de Wilcoxon (signed-rank test) quand la population ne présente pas
une distribution normale des données. Ce test ordonne les valeurs absolues des diffé-
rences entre les valeurs d’expression mesurées dans chacune des conditions et attribue
un rang à chacune d’elles. La somme des rangs signés de ces différences est ensuite
calculée et comparée à la table de Wilcoxon pour en déduire la p-value.
Le test de Mann-Withney (également appelé test U ou test de la somme des rangs de
Mann et Withney) est, quant à lui, l’équivalent non paramétrique du test t sur les données
non appariées. Les données des deux groupes sont combinées en un seul classement
et classées dans un ordre croissant. La statistique obtenue est comparée à la table de
Mann-Withney pour obtenir une p-value.
Ces tests possèdent l’avantage d’être applicables à des données dont la distribution
ne suit pas une loi normale ou lorsque l’hypothèse d’égalité des variances dans chacun
des groupes n’est pas vérifiée. Toutefois, le test de Wilcoxon requiert une distribution
symétrique des données. De plus, ces tests sont globalement moins puissants que leur
équivalent paramétrique.
3.2.4 Contrôle du taux d’erreur
Les tests statistiques permettent de trancher entre H0 et H1 mais il existe deux
risques d’erreurs lors de l’utilisation de tests statistiques pour tester une hypothèse. L’hy-
pothèse H0 peut être rejetée à tort, c’est à dire que l’on considère qu’il y a une différence
significative entre les groupes testés alors qu’il n’y en a pas. Il s’agit du risque α ou
risque de 1ere espèce. Lorsqu’un test est appliqué de nombreuses fois comme dans les
expériences de puces, il faut considérer le risque d’obtenir des valeurs significatives par
hasard. L’hypothèse H0 peut également être acceptée à tort, c’est à dire qu’on ne consi-
dère pas de différence entre les groupes testés alors qu’il y en a une. Il s’agit alors du
risque β ou risque de 2me espèce. Il est possible que cette différence ne soit pas mise
en évidence par manque de puissance dans le test utilisé, il est donc parfois nécessaire
d’avoir un plus grand jeu de données pour mettre en évidence des différences peu mar-
quées.
Réalité
Décision
H0 vraie H0 fausse
H0 acceptée 1− α Erreur β
H0 rejetée Erreur α 1− β
TAB. 3.1: Les deux risques statistiques α et β.
α s’énonce quand dans la réalité H0 est vraie et β s’énonce quand H1 est vraie.
Il existe des méthodes qui prennent en compte le problème des comparaisons mul-
tiples et qui contrôlent les faux positifs. Deux critères sont principalement utilisés : la
probabilité globale d’erreur (FWER) qui correspond à la probabilité d’avoir au moins un
faux positif et l’espérance du taux de faux positifs (FDR) [Pounds, 2006].
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3.2.4.1 Le taux d’erreur globale
Le FWER [Hochberg and Tamhane, 1987] a été le premier critère proposé pour tenir
compte de la multiplicité des tests effectués. Il correspond à la probabilité de rejeter à tort
au moins une des hypothèses testées (erreur de type I).
La procédure de Bonferroni, la plus connue des procédures permettant le contrôle du
FWER, est telle que pour garantir un FWER de niveau α à 5%, tous les tests seront ef-
fectués individuellement au niveau α/p, avec p le nombre de tests à effectuer (dans notre
cas le nombre de gènes). On voit immédiatement le caractère limitatif d’une telle procé-
dure lorsque p est très grand. D’autres procédures permettent également de contrôler ce
risque global mais dépendent toutes du nombre de gènes p étudiés.
3.2.4.2 Le taux de faux positifs
Le FDR (False Discovery Rate), introduit par Benjamini et Hochberg en 1995 [Ben-
jamini and Hochberg, 1995], correspond à l’espérance du taux de faux positifs. Dans
une liste d’hypothèses H0 rejetées (gènes significativement différents entre les condi-
tions testées), le FDR contrôle la proportion attendue d’hypothèses rejetées à tort (faux
positifs, erreurs de type I). Le contrôle du FDR est une procédure moins conservatrice
avec une meilleure puissance et moins restrictive que le FWER. L’interprétation du FDR
n’est cependant pas la même que celle du FWER. En effet, le contrôle du FDR au seuil
de 5% permet de conclure qu’en moyenne, le taux de faux positifs est de 5%, sans que
sa dispersion soit connue. Dans leur travail original, Benjamini et Hochberg ont présenté
une méthode de contrôle du FDR et discuté d’un autre critère, appelé plus tard le pFDR
ou « positive False Discovery Rate » par Storey [Storey and Tibshirani, 2003], qui est l’es-
pérance du taux de faux positifs conditionnellement au fait qu’il y ait au moins un positif.
Benjamini et Hochberg n’ont pourtant pas considéré ce critère, ne pouvant en assurer
le contrôle quelle que soit la configuration. En effet, sous la configuration correspondant
à l’hypothèse nulle complète (toutes les hypothèses nulles testées sont vraies), tout ré-
sultat significatif est nécessairement un faux positif. Dans ce cas, le pFDR est égal à
1 et il n’est pas possible d’assurer un contrôle pour un seuil plus petit que 1. Storey et
Tibshirani ont montré en 2001 que le pFDR (pour une région de rejet donné) est égal
à la probabilité pour un gène de ne pas être modifié conditionnellement au fait que sa
statistique de test appartienne à la région de rejet considérée. À partir de ce critère, ils
ont proposé différentes méthodes d’estimation pour le pFDR. De plus, ils ont montré que
lorsque le nombre d’hypothèses testées est grand, la probabilité d’avoir au moins un po-
sitif est proche de 1. Les estimations du pFDR et du FDR sont alors équivalentes. Pour
cette raison, le terme générique de FDR est souvent utilisé pour désigner le pFDR. Les
procédures les plus couramment utilisées pour estimer le FDR sont celles développées
par le département de biostatistiques de l’Université de Stanford, et implémentées dans
les logiciels SAM et Qvalue [Tusher et al., 2001; Storey and Tibshirani, 2003]. Ces procé-
dures, qui ne font pas d’hypothèse sur les distributions des gènes modifiés, sur-estiment
le FDR [Storey and Tibshirani, 2003]. De plus, elles ne permettent pas de calculer la
probabilité pour un gène d’être modifié conditionnellement à sa valeur dénommée local
FDR par Efron [Efron and Tibshirani, 2002].
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3.2.5 Exemple de la méthode SAM
Pour s’adapter au mieux aux dimensions des matrices d’expression (petit n, nombre
d’échantillons et large p, nombre de gènes) et afin de répondre aux problèmes statis-
tiques, Tusher et al. [Tusher et al., 2001] ont proposé un test t modifié et une estimation
du taux de faux positifs (FDR) par permutation. Leur méthode porte le nom de SAM pour
« Significance Analysis of Microarrays ». Les auteurs sont partis de plusieurs constata-
tions : lors du calcul d’un test t classique, l’écart-type s au dénominateur est fonction de
l’intensité des gènes et peut être très faible si les gènes ne varient pas beaucoup dans
l’ensemble de l’expérience, ceci induit donc artificiellement de fortes valeurs de la sta-
tistique de test t et ainsi une faible p-value associée et donc de nombreux faux positifs
dans les résultats de l’analyse. Par ailleurs, en considérant la définition d’une p-value
classique, si un gène a 5% de chance d’avoir une p-value inférieure à 0,05 par le simple
fait du hasard, alors si l’on analyse 10 000 gènes pour lesquels on a les résultats de
puces à ADN, on peut s’attendre à trouver à tort dans les résultats environ 500 gènes
différentiellement exprimés par hasard.
Le test t utilisé dans SAM est modifié de telle sorte que le dénominateur ne soit
pas trop sensible aux faibles valeurs de s, réduisant ainsi le taux de faux positifs. Il fait
intervenir une constante S0 qui diminue le poids de l’écart-type dans le calcul du score.
tSAMi =
x¯1i − x¯2i
S + S0
où S =
√
(n1 − 1)s21i + (n2 − 1)s22i
n1 + n2 − 2 avec n1 et n2 le nombre d’échantillons par groupe.
De plus, afin d’estimer la proportion de faux positifs, SAM effectue un calcul de FDR
en calculant pour chaque gène un grand nombre de statistique tSAM en permutant aléa-
toirement des échantillons dans les classes. Ce tSAM attendu est comparé au tSAM ob-
servé afin de déterminer si la différence observée est due au hasard ou non. L’utilisateur
choisit un paramètre ∆ qui permet de faire un compromis entre les gènes différentiel-
lement exprimés et le nombre de faux positifs, afin de fixer la limite à partir de laquelle
les gènes sont considérés comme statistiquement pertinants. Plus le ∆ est grand plus le
FDR est faible, mais plus le risque d’avoir des faux-négatifs augmente également.
Ce test statistique peut être appliqué sur les données en utilisant les packages R
SAMR [Tibshirani et al., 2010] ou SIGGENES [Schwender, 2009] disponibles dans Bio-
conductor [Gentleman et al., 2004].
3.2.6 Statistique bayésienne empirique
Cette méthode consiste à développer le modèle hiérarchique proposé par Lönnstedt
and Speed [Lönnstedt and Speed, 2002] qui dérive la probabilité a posteriori d’une ex-
pression différentielle en utilisant un simple modèle hiérarchique paramétrique. Smyth
et al. [Smyth, 2004] développe ce modèle hiérarchique pour une approche pratique dans
l’analyse de puces à ADN. Il est remis dans le contexte de modèles linéaires avec des co-
efficients arbitraires et des contrastes d’intérêt. Des estimateurs fixes sont dérivés des hy-
perparamètres dans le modèle afin que ces estimateurs proposés soient robustes même
pour des petits jeux de données et permettent également l’analyse de données incom-
plètes suite à des filtrages.La statistique de probabilité a posteriori est reformulée en une
statistique t modérée dans laquelle des écarts-types résiduels à posteriori sont utilisés
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au lieu de simples écarts-types. L’approche bayésienne empirique équivaut à un rétrécis-
sement des écarts-types estimés de l’échantillon vers une estimation globale, résultant
en une inférence beaucoup plus stable lorsque le nombre d’échantillons est faible. L’utili-
sation d’un test t modéré permet d’avoir un nombre d’hyperparamètres à estimer réduits
comparé aux calculs de probabilités à postériori. La statistique t modérée suit une distri-
bution t avec un plus grand nombre de degrés de liberté.
Ce test statistique peut être appliqué sur les données en utilisant le package R LIMMA
[Smyth, 2004, 2005] disponible dans Bioconductor [Gentleman et al., 2004].
Cette méthode a souvent été décrite comme étant la méthode la plus précise et ro-
buste dans l’analyse de gènes différentiellement exprimés [Jeffery et al., 2006; Murie
et al., 2009; Jeanmougin et al., 2010].
3.3 Analyse d’enrichissement
La plus grosse difficulté en sortie de ces analyses est d’exploiter correctement les
longues listes de gènes candidats. En effet il n’est pas rare de mettre en évidence des
listes de plusieurs centaines de gènes qu’il n’est pas possible d’analyser correctement
manuellement. Afin de faire ressortir des messages biologiques de ces listes, la mise
en relation de la fonction des gènes ou les voies métaboliques les impliquant est néces-
saire. Si l’analyse du transcriptome par la technologie des puces à ADN offre un aperçu
des corrélations entre l’expression des gènes et les phénomènes biologiques elle ne per-
met pas à elle seule d’identifier au sein de ces longues listes de gènes la causalité des
mécanismes de régulation [Quackenbush, 2003].
Il est donc nécessaire d’intégrer à ces données d’expression des informations concer-
nant les gènes issus de sources différentes. Diverses bases de données ont été déve-
loppées afin de mettre à disposition de la communauté des ontologies pour annoter les
gènes et ainsi pouvoir les regrouper en termes de fonctions ou de localisation cellulaire
par exemple. Dans cette partie, nous avons choisi de présenter deux bases de données
renommées et très utilisées ainsi que deux méthodes largement utilisées pour extraire
de l’information biologique des listes de gènes candidats.
3.3.1 La « Gene Ontology »
À l’origine, ontologie désigne l’étude des propriétés générales de ce qui existe. Par
analogie, le terme est repris en informatique où une ontologie correspond à un ensemble
structuré de termes et concepts. Les concepts sont organisés dans un graphe dont les
relations peuvent être des relations sémantiques ou des relations de composition et d’hé-
ritage (au sens objet). L’objectif premier d’une ontologie est de modéliser un ensemble
de connaissances dans un domaine.
Le projet « Gene Ontology » (GO)1 est un projet bioinformatique mis en place par le
Gene Ontology Consortium [Consortium. et al., 2000] qui a pour but de standardiser la
façon de décrire les gènes et le produit des gènes à travers les espèces et les bases de
données. Le projet intègre un vocabulaire contrôlé de termes pour décrire les annotations
des gènes afin que les divers membres du projet utilisent le même langage pour décrire
les mêmes choses.
1http ://www.geneontology.org/
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La base de données GO peut être divisée en trois sous groupes : les composants
cellulaires (cellular component), les fonctions moléculaires (molecular function) et les
processus biologiques (biological process).
L’ontologie des composants cellulaires décrit la localisation de la forme active du pro-
duit du gène, au niveau des structures sub-cellulaires et des complexes macromolé-
culaires. La description correspond à un composant d’une cellule, mais à la condition
qu’il fasse partie de composés plus grand. Ce peut être une structure anatomique (par
exemple, le réticulum endoplasmique ou le noyau) ou un groupe de produits de gènes
(par exemple le ribosome ou le protéasome). Les fonctions moléculaires décrivent les
activités élémentaires du produit du gène au niveau moléculaire comme l’activité cataly-
tique ou enzymatique. Elles correspondent généralement aux activités des produits indi-
viduels des gènes, mais certaines activités sont réalisées par des complexes de produits
de gènes. Les processus biologiques sont les ensembles des événements moléculaires
pertinents pour le fonctionnement des unités de vie : cellules, tissus, organes et orga-
nismes. Cela fait référence à la finalité biologique à laquelle un gène ou le produit d’un
gène participe comme la croissance cellulaire ou l’apoptose. Il peut être difficile de dis-
tinguer le terme processus biologique avec le terme fonction moléculaire, mais la règle
générale est que le processus biologique est le résultat d’une ou plusieurs fonctions mo-
léculaires associées.
Les trois ontologies sont structurées sous forme d’un graphe orienté (Fig. 3.2). Chaque
terme GO peut être un « enfant » de un ou plusieurs « parents ». En effet, les produits
d’un gène possèdent une ou plusieurs fonctions biochimiques. Le terme enfant est tou-
jours plus spécifique que le ou les termes parents. La relation entre un enfant et son
parent peut être du type « est un » lorsque le terme enfant est une instance du terme
parent. Elle peut aussi être de la forme « fait partie de », si le terme enfant est un élément
du parent. Si un terme a plusieurs parents, il peut avoir différentes relations avec chacun
de ses parents. Néanmoins, une des contraintes de GO est le respect de la règle « True
Path Rule » : si le terme enfant décrit un produit de gène alors tous ses termes parents
doivent aussi pouvoir s’appliquer à ce même produit de gène même si c’est de façon
moins précise.
FIG. 3.2: La base de données GO est un réseau de parents/enfants organisé comme un arbre.
Plus on descend dans le réseau plus on est précis dans la description du produit du gène.
Les annotations peuvent être plus ou moins fiables en fonction de leur provenance.
Une annotation provenant d’une référence scientifique, expérimentale aura plus de poids
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qu’une annotation informatique automatique basée sur des similitudes de séquence ou
de structure. Toutes ces informations sont organisées de manière à pouvoir utiliser des
outils qui permettent de mettre en évidence des catégories ontologiques significativement
sur-représentées dans une liste de gènes. On parle alors d’enrichissement ontologique
par rapport à la liste de départ qui décrit tous les gènes analysés sur la puce ou bien
l’ensemble des catégories ontologiques du génome étudié.
3.3.2 La base de données KEGG
Connaître la fonction et la localisation des produits des gènes sont effectivement in-
dispensables mais pas suffisantes pour expliquer les interactions génétiques et molécu-
laires. En effet, les annotations stockées dans la base de données GO sont des anno-
tations individuelles gènes à gènes et n’indiquent en aucun cas les relations existantes
entre les produits de ces gènes. C’est pour cela que des banques de données compor-
tant des informations sur les voies de signalisation et les voies métaboliques dans la
cellule ont été développées. La connaissance de ces voies d’interactions moléculaires
permet de relier les gènes d’intérêt obtenus à des voies de signalisation. En effet dans
une même voie de signalisation, on peut considérer un effet identique de gènes différents,
ce ne sont pas toujours les mêmes gènes qui sont altérés en fonction des échantillons
alors qu’ils sont tous impliqués dans la même voie de signalisation.
L’accumulation de nombreuses altérations et mutations dans les génomes des cel-
lules tumorales est à la base de la complexité des cancers. La conséquence des ces
altérations est bien entendu la dérégulation de nombreuses voies de signalisation im-
pliquées dans le contrôle des fonctions cellulaires. Les analyses haut-débit permettent
de lier la dérégulation de ces voies de signalisation avec des stratégies pronostiques ou
thérapeutiques [Bild et al., 2006]. La découverte des ces voies impliquées dans diffé-
rents types de cancer permet ensuite de pouvoir guider le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques.
Parmi les différentes bases de données qui stockent cette information, la première
et la plus connue est la base de données KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes)2 [Ogata et al., 1999]. KEGG est la fois une base de données rassemblant
un très grand nombre de voies métaboliques connues à ce jour et décrites sous forme
d’images facilement utilisables et compréhensibles (Fig. 3.3), mais cette base est éga-
lement disponible sous forme informatique et peut être utilisée de manière automatique
par l’intermédiaire d’autres outils d’analyse.
2http ://www.genome.jp/kegg/
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FIG. 3.3: La base de données KEGG rassemble de nombreuses voies métaboliques. Exemple de
la voie de l’adhésion focale.
3.3.3 Les Tests Hypergéométriques
Une solution possible afin d’organiser les gènes d’intérêt mis en évidence lors d’une
analyse différentielle, est d’utiliser les tests hypergéométriques qui sont basés sur une
méthodologie simple.
Prenons une catégorie de gènes (par exemple GO :0005925 focal adhesion) notée C
qui regroupeNc gènes sur un total deN gènes présents sur la puce à ADN. La fréquence
de cette catégorie est défini par pic = NcN .
Une expérience met en évidence n gènes différentiellement exprimés dont nc appar-
tiennent à C. La fréquence de la catégorie C dans ce sous-groupe de gènes est définie
par pie = ncn .
L’enrichissement sera défini par vc = piepic . Le test d’enrichissement doit déterminer si
l’enrichissement observé dans le groupe de gènes d’intérêt est significatif par rapport à
un tirage au hasard qui correspond à l’hypothèse nulle.
Les tests hypergéométriques permettent de répondre à cette question en se basant
sur la formule suivante pour déterminer la probabilité d’avoir nc gènes dans n :
P (nc | n) =
CncNc · Cn−ncN−Nc
CnN
Plusieurs packages R comme GOstats [Falcon and Gentleman, 2007] ou topGO
[Alexa and Rahnenfuhrer, 2009] sont disponibles dans Bioconductor [Gentleman et al.,
2004] afin de réaliser facilement des études d’enrichissement des catégories GO ou
KEGG à partir d’une liste de gènes d’intérêt.
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3.3.4 L’outil GSEA
Parmi les outils disponibles pour associer des fonctions biologiques aux gènes mis en
évidence lors de comparaison de classes, on peut retenir GSEA (Gene Set Enrichment
Analysis) [Subramanian et al., 2005] (Fig. 3.4). Sa puissance réside dans le fait qu’il
n’est pas nécessaire d’appliquer un seuil arbitraire pour analyser une liste, cette dernière
pouvant être considérée dans son ensemble. Les gènes sont ordonnés dans une liste L
par corrélation décroissante de leur expression avec la réponse testée. Si on considère S
comme un ensemble de gènes définis par les ontologies, comme par exemple les gènes
impliqués dans l’apoptose, le but de GSEA est de déterminer si les membres de S sont
aléatoirement distribués dans L ou retrouvés essentiellement en tête ou en queue de
liste (c’est à dire corrélés à la réponse). Le score ES (Enrichment Score) reflète le degré
de sur-représentation des membres de S à un des extrêmes (haut ou bas de liste) de la
liste entière L.
Le score ES est calculé pour chaque ensemble de gènes S appartenant à un groupe
biologique choisi. En considérant séquentiellement les gènes de la liste L, le score est
incrémenté d’une certaine valeur à chaque fois qu’un gène de l’ensemble S est rencon-
tré, et décrémenté à chaque fois qu’un gène qui n’appartient pas à l’ensemble S est
rencontré. L’incrément dépend de la corrélation entre la position du gène dans la liste et
l’association au phénotype. Afin de déterminer si le score ES pour une ontologie S est
significatif, ce score est par ailleurs calculé 1000 fois en ayant au préalable à chaque fois
permuté aléatoirement l’ordre des gènes dans la liste, et le score ES est ainsi comparé à
la distribution des 1000 scores ES aléatoires. La permutation des phénotypes préserve la
structure de corrélation des gènes au sein de S. La dernière étape consiste à normaliser
chaque score ES(S) en NES pour prendre en compte la taille de S et donc rendre compa-
rable tous les scores entre eux puis estimer la proportion de faux positifs sur l’ensemble
des jeux sélectionnés.
FIG. 3.4: Analyse de type GSEA [Subramanian et al., 2005]
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Les ensembles de gènes S utilisés dans GSEA sont assez nombreux et ne se li-
mitent pas aux annotations de la Gene Ontology. Différents catalogues disponibles dans
la base de données MSigDB du Broad Institute3 peuvent être utilisés dans GSEA. Ces
ensembles sont divisés en cinq grandes collections : des ensembles créés selon la loca-
lisation des gènes (chromosomes et cytoband), des ensembles de gènes impliqués dans
des voies de signalisation (KEGG...), des ensembles sur les motifs de régulation, des
ensembles de gènes définis de façon automatique selon leur implication potentielle dans
des cancers, des ensembles issus de la base de données GO.
3.4 Analyse de survie
Les méthodes d’analyse de survie permettent d’associer la fréquence et le délai de
survenue d’un événement étudié. Ces méthodes doivent leur qualificatif au fait qu’elles
ont d’abord été utilisées en cancérologie, où la survie des patients, c’est-à-dire le temps
s’écoulant entre le début du traitement et la survenue du décès, était un des critères
d’efficacité du traitement.
Prédire la probabilité de survenue de délai d’apparition de métastases ou de décès
chez les patients sur la base de leur profil d’expression peut se révéler d’une importance
considérable dans la compréhension et le traitement des cancers. Ces modèles de pré-
diction sont surtout intéressants lorsqu’ils apportent une information complémentaire aux
classifications cliniques, anatomopathologiques et biologiques déjà établies.
Les méthodes d’analyse de survie permettent de décrire la survie (taux et délai de
survenue de l’événement étudié) dans un ou plusieurs groupes ; de déterminer la pro-
babilité de survenue d’un événement dans un délai fixé ; de comparer cette probabilité
entre différents groupes et de mesurer l’influence d’une variable explicative sur cette pro-
babilité.
Dans cette partie, après avoir défini les termes importants dans ce type d’étude (Fig.
3.5), nous verrons certaines méthodes communément employées.
3.4.1 Définitions
Date de point C’est la date à laquelle on décide d’analyser les résultats.
Date d’origine C’est le point de départ à partir duquel le sujet est observé. Ce peut
être la date de diagnostic, la date de début du traitement, la date de randomisation, etc.
Le point de départ est défini de la même manière pour tous les sujets, mais la date bien
sûr varie d’un sujet à l’autre.
Date des dernières nouvelles C’est la date à laquelle on a eu pour la dernière fois
des nouvelles du sujet. Il peut s’agir de la date du décès ou de survenue de l’événement
étudié (guérison, métastases, récidive). Il peut s’agir également de date de la dernière
consultation si le sujet n’a pas présenté l’événement étudié ou si le sujet est perdu de
vue.
3http ://www.broadinstitute.org/gsea/msigdb/index.jsp
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FIG. 3.5: Schéma symbolisant les principales notions utilisées dans les analyses de survie
Etat aux dernières nouvelles Aux dernières nouvelles, le sujet est décédé ou vivant,
est guéri ou non guéri, a présenté un événement métastatiques ou non...
Recul C’est le délai écoulé entre la date d’origine et la date de point.
Données censurées à droite On parle de données censurées à droite quand l’événe-
ment étudié n’a pas été observé à la date de point. On sait alors seulement que le délai
exact de survenue de l’événement étudié (non observé) est supérieur ou égal au temps
de participation. Par ailleurs, il peut arriver que l’événement se soit produit avant la date
de point sans qu’il soit possible d’en connaître la date exacte. L’observation est dite cen-
surée à gauche. C’est-à-dire que le véritable délai de survie du patient est inférieur au
délai d’observation. Le plus souvent on se trouve dans les conditions de censure à droite
et c’est ce cas qui sera traité dans ce chapitre.
Temps de participation C’est le temps écoulé entre la date de dernière nouvelle et
la date d’origine si la date de dernières nouvelles est antérieure à la date de point et le
temps écoulé entre la date de point et la date d’origine sinon.
Médiane de survie C’est le délai à l’issue duquel 50% des sujets sont encore en vie
ou 50% des sujets présentent l’événement étudié.
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3.4.2 Les courbes de survie et la méthode de Kaplan-Meier
Il n’est pas possible d’estimer de façon simple la proportion de patients présentant
l’événement étudié x jours après la date d’origine à moins de raisonner en terme de
probabilités. Dans une courbe de survie, l’axe des ordonnées est étalonné de 0 à 1 et
représente les probabilités que l’événement étudié ne se produise pas pour une période
déterminée, et l’axe des abscisses représente le délai (en jours, mois...) écoulé depuis la
date d’origine.
La méthode de Kaplan et Meier [Kaplan and Meier, 1958] est la méthode la plus
utilisée actuellement. Dans cette méthode, la survie est estimée à chaque temps d’évé-
nements et est supposée constante entre chaque temps d’événements, ce qui va donner
à la courbe un aspect en «marche d’escalier ». La longueur des marches est déterminée
par le délai écoulé entre la survenue de chacun des 2 épisodes successifs de l’événe-
ment étudié et la hauteur des marches par la différence entre les probabilités de survenue
de 2 épisodes.
La représentation de plusieurs courbes sur le même graphique permet de représenter
visuellement la survie de plusieurs groupes distincts de patients (Fig. 3.6).
FIG. 3.6: Exemple de courbe de Kaplan-Meier d’après Garraway et al. [Garraway et al., 2005]
représentant une analyse de survie chez des patients avec un mélanome métastastique et pré-
sentant ou non une amplification du gène MITF.
Mathématiquement, cette méthode définie une fonction de survie St qui donne la
probabilité de survie jusqu’à un instant t donné. Si l’on considère Vi le nombre de vivants,
Di le nombre de décès et Ei le nombre d’exclus pendant l’intervalle ti − ti−1, alors la
probabilité de décès qi pendant cet intervalle sera égale à qi = DiVi−Ei et la probabilité de
survie pi pendant ce même intervalle sera égale à pi = 1− qi.
La fonction de survie Si à l’instant ti sera donc égale à Si = p0p1...pi
3.4.3 Comparaison de courbes de survie
Deux méthodes sont principalement employées pour comparer des courbes de survie
dans leur ensemble : le test du logRank et le modèle de Cox. Le test du logRank ne
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permet de prendre en compte qu’un seul facteur alors que le modèle de Cox permet
d’étudier simultanément plusieurs facteurs.
3.4.3.1 Test du logRank
Le test du logRank a été décrit par Mantel [Mantel, 1966]. Le principe de ce test
(sous l’hypothèse que la survie des deux groupes est la même) est que si pour un jour
donné, la moitié des patients observés sont dans le groupe A et la moitié dans le groupe
B, alors en moyenne la moitié des événements devrait survenir dans le groupe A et la
moitié dans le groupe B, à moins que le traitement A soit beaucoup moins efficace que
le traitement B, ou l’inverse. Ainsi, on recense dans chacun des 2 groupes le nombre
observé de décès (DA et DB) pendant une période considérée. On détermine ensuite
le nombre estimé de décès que l’on devrait observer si la mortalité était la même dans
les 2 groupes (EA et EB). On compare DA à EA, DB à EB au moyen d’un test du χ2
dont l’interprétation se lit dans une table à un degré de liberté (1 ddl). Si l’on compare k
courbes de survie, on utilise alors un test du χ2 avec (k − 1) ddl.
Le test du logRank permet également de calculer, dans chaque groupe, le taux relatif
de décès (D
E
). Le rapport des taux relatifs de décès de chacun des 2 groupes s’appelle
le risque relatif (RR). Cela permet de conclure que le risque de décès dans le groupe A
est X fois supérieur à celui dans le groupe B.
RR =
DA
EA
DB
EB
La puissance du test du logRank est fonction du nombre d’événements observés
dans les groupes et du risque relatif observé entre les groupes. Un nombre d’événements
trop faible pourra engendrer l’erreur de considérer qu’il n’y a pas de différence entre les
groupes alors qu’il y en a une. Une étude incluant un grand nombre de patients est
toujours préférable.
Par ailleurs, comme pour les autres tests statistiques, il faut veiller à considérer le
risque d’obtenir des valeurs significatives par hasard lorsqu’un test est appliqué de ma-
nière répétée. Dans ce cas, une approche plus appropriée est l’analyse multivariée comme
le modèle de Cox.
3.4.3.2 Modèle de Cox
Le modèle de régression de Cox [Cox, 1972] est un modèle multivarié qui permet
d’exprimer la relation entre le risque instantané de survenue de l’événement étudié et
des facteurs de risque exprimés sous la forme de variables qualitatives ou quantitatives,
notées X. Il permet d’étudier la relation entre le temps d’apparition d’un événement (par
exemple le décès) et un ensemble de variables explicatives (par exemple les gènes)
en présence de censure (en effet, s’il n’y a pas de censure, un modèle de régression
logistique peut aussi être utilisé).
Le modèle de Cox permet donc d’exprimer le risque instantané λ (probabilité d’ap-
parition de l’événement dans un intervalle de temps) de survenue de l’événement en
fonction du temps t et des variables X et s’exprime sous la forme :
λ(t,X1, X2, ..., Xp) = λ0(t)exp{
∑p
i=1 βiXi}
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L’intérêt du modèle repose sur l’association entre les variables X et la survenue de l’évé-
nement étudié et correspond à déterminer les coefficients β.
Si les variables X pour deux classes prennent des valeurs 0 ou 1, le rapport des
risques des sujets de la classe 1 par rapport à ceux de la classe 0 correspond à :
λ(t,1)
λ(t,0) = e
β
avec le coefficient β qui représente le logarithme du risque instantané relatif de la classe
1 par rapport à la classe 0. Ces coefficients β représentent l’effet de la caractéristique X
choisie. Si β est nul, X n’a pas d’influence sur l’événement étudié, si β est positif, X est
associée à un risque plus élevé et inversement si β est négatif.
Le principe du modèle de Cox consiste donc à estimer ces coefficients β en testant
l’hypothèse que le vecteur des effets (β1, β2, ..., βp) est nul (en utilisant par exemple le
test de Wald).
Dans nos données haut débit, l’utilisation d’un modèle de Cox permettra de comparer
ce qu’apporte la connaissance de l’expression d’un ou plusieurs gènes en regard de
facteurs cliniques prédictifs déjà connus. Ce modèle suppose cependant, comme tout
modèle de régression linéaire multiple, qu’il y ait plus d’observations que de variables,
des données complètes et des variables non fortement corrélées entre elles, ce qui est
difficile à satisfaire dans la pratique. Lors de l’application de ce modèle à l’analyse de
puces ADN, la recherche de prédicteurs biologiques liés à la durée de survie suppose
de prendre en compte l’expression de milliers de gènes pour généralement seulement
quelques dizaines d’individus. Des sélections doivent donc être effectuées au préalable.
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Chapitre 4
Les mélanocytes et les mélanomes
Après avoir abordé les principales caractéristiques des cellules tumorales dans le
chapitre 1, nous allons nous intéresser à un type de cellules particulières qui sont les
mélanocytes puis à leur transformation en mélanome.
Les mélanocytes font partie des cellules pigmentées de l’organisme. Ces cellules
pigmentées ont pour origine la crête neurale et jouent un rôle crucial dans l’organisme
aussi bien au niveau de la peau, avec un rôle protecteur contre les ultras-violets qu’au
niveau d’autres organes tels que l’œil, l’oreille interne ou les méninges.
Nous allons dans un premier temps nous intéresser à l’origine de ces mélanocytes,
puis à la description des organes où ils se localisent. Nous aborderons ensuite les pa-
thologies impliquant des mélanocytes de l’œil, puis nous décrirons plus en détail le mé-
lanome de la choroïde qui est la pathologie étudiée dans cette thèse. Après avoir décrit
la pathologie en général nous aborderons les aspects moléculaires.
Il existe quatre types de mélanomes différents : les mélanomes cutanés, acraux, mu-
queux et uvéaux. Les mélanomes cutanés représentent la plus grande partie des méla-
nomes (75%) et les 3 autres types sont des tumeurs plus rares et représentent chacun
5% des mélanomes totaux. Le mélanome cutané est le mélanome le plus étudié, en re-
vanche le mélanome uvéal est moins bien décrit, bien qu’étant la tumeur intra-oculaire la
plus fréquente chez l’adulte. Même si l’origine embryologique et les gènes impliqués dans
leur développement sont les mêmes, il s’agit de deux entités carcinologiques différentes.
Nous utiliserons les connaissances sur le mélanome cutané pour décrire le mélanome
uvéal et ses spécificités.
En plus des mélanocytes, il existe d’autres cellules pigmentées dans notre organisme,
qui ont une origine embryonnaire différente. Ces cellules sont issues du tube neural (sys-
tème nerveux central) et elles correspondent aux cellules de la rétine pigmentaire qui ta-
pissent le fond de l’œil. Ces cellules n’étant pas impliquées dans les mélanomes uvéaux
nous ne les décrirons que brièvement lors de la description de l’œil.
4.1 Origine des Mélanocytes
Le développement embryonnaire est le résultat de la mise en place de trois feuillets :
l’endoderme, à l’origine des viscères ; le mésoderme à l’origine des muscles et du sque-
lette ; l’ectoderme, à l’origine du système nerveux et de la peau.
Les cellules pigmentées de l’organisme, hormis les cellules de la rétine pigmentaire
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(qui proviennent du neuroectoderme), sont issues des crêtes neurales [Douarin et al.,
1992]. Il s’agit d’une structure embryonnaire transitoire et la formation des crêtes neurales
va se faire pendant l’étape de neurulation. Les bords de la plaque neurale récemment for-
mée vont s’épaissirent et former les bourrelets neuraux qui délimitent la gouttière neurale
(Fig. 4.1). Les bords de la gouttière vont se rapprocher pour se transformer en tube neu-
ral. Au moment de la fermeture du tube neural, des amas de cellules se détachent de la
plaque neurale, constituant ainsi les crêtes neurales. Ces cellules se retrouvent au milieu
de l’interaction tube neural et ectoderme de surface (Fig. 4.1 c).
FIG. 4.1: Formation des crêtes neurales. a - Début de la neurulation dans la région cervicale avec
ébauche de formation de la gouttière neurale. Les flèches indiquent le sens du plissement latéral.
En orange les cellules des futures crêtes neurales. b, c - Formation à partir de la plaque neurale
de la gouttière neurale et finalement du tube neural. Des amas de cellules (orange) se détachent
de la plaque neurale, constituant les crêtes neurales. En quittant le neuroépithélium les cellules
des crêtes neurales perdent leur caractère cohésif.
Figures et légende d’après http ://embryology.ch
Les cellules des crêtes neurales sont pluripotentes et outre les cellules pigmentées,
elles sont à l’origine d’un grand nombre de types cellulaires différenciés (Fig. 4.2) tels que
les cellules gliales, adrénergiques, cartilagineuses et les neurones. On peut distinguer
quatre sources de cellules selon l’axe rostro-caudal qui sont les crêtes neurales cépha-
lique, vagale, troncale et lombo-sacrée. Les cellules céphaliques fournissent la majeure
partie du tissu mésenchymateux, du squelette crânien, la totalité du système nerveux
central et la quasi-totalité du système sensitif et des mélanocytes. Les cellules vagales
fournissent le système nerveux entérique. Les cellules troncales fournissent des méla-
nocytes, les ganglions sympathiques et sensitifs, les cellules de la medulla de la glande
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surrénale. Enfin, les cellules lombo-sacrées fournissent le système nerveux intestinal.
Il existe des différences de migration entre ces quatre groupes de cellules. Les cel-
lules de la crête neurale céphalique migrent en masse comparées à celles de la crête
neurale troncale et répondent à des facteurs différents [Théveneau et al., 2007]. Ces
spécificités pourraient expliquer les différences observées dans la transformation cancé-
reuse des mélanocytes cutanés et uvéaux.
FIG. 4.2: Cellules dérivées des crêtes neurales. De la crête neurale proviennent les neuroblastes
du système nerveux périphérique, les glioblastes de la glie périphérique, les médulloblastes, les
mélanoblastes, les cellules de l’éctomésenchyme de la région céphalique, les cellules des lepto-
méninges. Les cellules de la microglie sont des cellules particulières dont l’origine est éloignée
des autres cellules gliales : ce sont des macrophages cérébraux.
Figure et légende d’après http ://embryology.ch
4.2 Description anatomique
Les mélanocytes cutanés et uvéaux ont des fonctions différentes dans l’organisme
et leur transformation présente également des différences. Étant donné que les méla-
nomes cutanés sont bien plus étudiés que les mélanomes uvéaux, nous comparerons
ces différences dans la partie où nous décrirons les tumeurs. Dans cette section, avant
de décrire l’œil, nous décrirons brièvement la peau afin de localiser les mélanocytes dans
cet organe.
4.2.1 La Peau
4.2.1.1 Organisation
La peau est un organe complexe constitué de trois couches tissulaires (Fig. 4.3) d’ori-
gines embryonnaires différentes. Elle permet de maintenir un équilibre hydrique, la tem-
pérature du corps, l’homéostasie du milieu interne et joue un rôle de barrière contre les
agents pathogènes ou toxiques, les chocs, les ultras-violets.
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FIG. 4.3: Structure de la peau avec les différentes couches et un agrandissant sur le derme et
l’épiderme où sont localisés les mélanocytes.
D’après larrousse.fr
De la couche inférieure à la couche superficielle elle est constituée de l’hypoderme,
du derme et de l’épiderme.
L’hypoderme est la couche la plus profonde. Il s’agit d’un tissu conjonctif lâche d’ori-
gine mésoblastique. Le mésoblaste est le feuillet embryonnaire (sur les trois), qui au
cours de la gastrulation s’invagine et se positionne entre l’ectoderme et l’endoderme
(les deux autres). En dérive notamment : la musculature, le squelette, le tissu conjonc-
tif, le sang et l’appareil circulatoire, l’appareil urogénital... L’hypoderme est principalement
constitué d’adipocytes spécialisés dans le stockage des graisses. Elle joue le rôle d’amor-
tisseur et protège les organes internes des chocs.
Le derme d’origine mésoblastique est un tissu dense et irrégulier, lui même composé
de deux couches. En profondeur, une couche plus épaisse, le derme réticulaire est consti-
tué de collagène et d’élastine. La couche superficielle, plus fine correspond au derme
papillaire et est composé de tissu conjonctif lâche. Le derme est un tissu richement vas-
cularisé et innervé où les fibroblastes et les mastocytes sont majoritairement représentés.
L’épiderme est la couche la plus superficielle. Il s’agit d’un épithélium de revêtement
stratifié d’origine ectoblastique, non vascularisé mais innervé. L’ectoderme correspond
au feuillet externe dont dérivent en plus de l’épiderme, le système nerveux et les organes
des sens. L’épiderme est composé de quatre types cellulaires différents : les kératino-
cytes (cellules épidermiques majoritaires), les mélanocytes, les cellules de Merkel et les
cellules de Langherans appartenant au système immunitaire et assurant la protection
contre les agents pathogènes. Il est stratifié en quatre couches. La plus profonde cor-
respond à la lame basale, puis se trouve la couche muqueuse, la couche granuleuse et
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enfin la plus superficielle la couche cornée. Plus on s’approche de la couche cornée plus
l’épiderme est riche en kératinocytes. Le rôle de l’épiderme et de protéger l’organisme
des agressions extérieures.
4.2.1.2 Rôle des mélanocytes
Les mélanocytes sont des cellules dendritiques, localisées dans la couche épider-
mique de la peau où ils sont en contact avec les kératinocytes et représentent 5 à 10%
des cellules. Ils synthétisent les pigments mélaniques responsables de la coloration de
la peau. Les mélanines produites peuvent être des eumélanines de couleur brune ou
noire ou des phéomélanines de couleur jaune orangé [Hunt et al., 1995]. Le mélange de
ces deux types de mélanines donne la couleur de la peau et des cheveux. Cette syn-
thèse s’effectue dans des organites spécialisés, les mélanosomes dont la maturation est
classifiée en quatre stades morphologiques [Marks and Seabra, 2001] (Fig. 4.4).
FIG. 4.4: Quatre stades de maturation sont décrits aussi bien pour les mélanosomes à euméla-
nines que pour les mélanosomes à phéomélanines. Les stades I et II correspondent à la synthèse
de l’organite qui contient la tyrosinase non active, le stade III à la synthèse des mélanines après
activation de la tyrosinase, alors qu’au stade IV la tyrosinase n’est plus active. Ce sont les méla-
nosomes de stade IV complètement mélanisés qui sont phagocytés par les kératinocytes.
Figure et légende d’après http ://www.histo-moleculaire.com/epiderme/page/page136.htm
Durant les deux premiers stades, les mélanosomes ne contiennent pas de pigments
mélaniques mais des fibrilles protéiques. Á la formation de ces fibrilles, la synthèse de
mélanine commence et les pigments produits vont se déposer sur ces fibrilles provo-
quant leur épaississement et leur assombrissement [Raposo and Marks, 2007]. Les mé-
lanosomes matures sont transportés le long des microtubules, allant ainsi de l’intérieur
vers les extrémités dendritiques des mélanocytes pour être transférés aux kératinocytes
adjacents. Un mélanocyte interagit en moyenne avec 40 kératinocytes adjacents et ils
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forment ainsi une unité épidermique de mélanisation [Fitzpatrick and Breathnach, 1963;
Costin and Hearing, 2007].
Le processus de synthèse des mélanines, appelé mélanogénèse, est décrit dans la
section 4.3.
4.2.2 L’œil
L’œil permet de coder l’information lumineuse perçue en information électrique inter-
prétable par le cerveau. Il est constitué de différents types cellulaires lui conférant cette
capacité. La figure 4.5 représente une coupe anatomique de cet organe.
La sclérotique ou tunique fibreuse qui protège l’œil et maintient sa forme. Elle corres-
pond à un tissu conjonctif dense peu vascularisé. La partie antérieure de la sclérotique
est remplacée par la cornée, transparente non vascularisée et constituée de fibres ner-
veuses qui permettent de réagir au contact d’objets. La cornée est en contact direct avec
l’air et correspond au point d’entrée des rayons lumineux dans le globe oculaire.
L’uvée est constituée de la choroïde dans la partie postérieure de l’œil et par le corps
ciliaire et l’iris dans la partie antérieure. La choroïde et l’iris contiennent des mélanocytes
issus de la crête neurale. Ces mélanocytes ne sont pas en contact avec d’autres types
cellulaires comme les mélanocytes cutanés. Ils ne sont plus capables de synthétiser la
mélanine. La mélanogénèse uvéale chez l’homme apparaît dès la 20me semaine de vie
embryonnaire et se termine peu de temps après la naissance. C’est pour cela que l’iris
atteint sa couleur définitive aux environs de six mois.
– La choroïde tapisse la face interne de la sclérotique. C’est une couche cellulaire
hautement vascularisée dont le rôle principale et d’assurer une fonction nourricière.
Elle est riche en mélanocytes responsables de sa pigmentation. Il a été suggéré
que la présence de mélanine réduit la probabilité de mélanomes uvéaux en proté-
geant les mélanocytes du stress oxydatif. Le rôle de la mélanine dans la protection
des ultras-violets reste matière à débat [Mouriaux et al., 2005].
– Le corps ciliaire est essentiellement formé de muscles lisses et de vaisseaux san-
guins. D’une part, il permet la sécrétion des deux liquides qui composent l’œil, le
corps vitré et l’humeur aqueuse, ensuite il contribue à la forme de l’œil en main-
tenant la pression intraoculaire et enfin participe au phénomène d’accommodation
grâce à la contraction de ses muscles ce qui modifie la forme du cristallin.
– L’iris est la partie colorée et visible de l’œil. Il est de structure pigmentée, don-
nant sa couleur à l’œil et est percé d’un trou, la pupille. Il est situé dans l’humeur
aqueuse entre la cornée et le cristallin, séparant ainsi la chambre antérieure de
la chambre postérieure de l’œil. Il est innervé par des fibres du système nerveux
autonome qui activent les muscles lisses qui permettent de contrôler la taille de la
pupille et donc les rayons lumineux pénétrant dans le globe oculaire. La contraction
et la dilatation de l’iris sont contrôlées par deux muscles antagonistes, le muscle
sphincter pupillaire et le muscle dilatateur de la pupille.
Le cristallin juste derrière l’iris est la lentille de l’œil qui permet la mise au point de
par sa plasticité, en modifiant ses courbures et son indice de réfraction lors de l’accom-
modation. De forme biconvexe, transparent, il est situé à l’intérieur du globe oculaire et
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est constitué de cellules anucléées et de fibres spécifiques. Il est maintenu en place par
une série de fibres amarrées au corps ciliaire, la zonule de Zinn. Sa position lui permet
de séparer le globe oculaire en deux chambres, sa partie antérieure est en contact avec
l’humeur aqueuse et sa partie postérieure avec le corps vitré. Il se bombe pour la mise
au point d’objets proches.
La rétine est le tissu nerveux tapissant la face interne de l’œil, c’est une couche neu-
roendocrinienne, directement en rapport avec le corps vitré. Elle contient les cellules
permettant aux rayons lumineux d’être captés puis transformés en influx nerveux pour
gagner le cerveau via le nerf optique. La rétine est constituée de deux tissus distincts, la
rétine neurosensorielle ou neurorétine et l’épithélium pigmentaire ou rétine pigmentaire
(RPE).
FIG. 4.5: Schéma d’une coupe anatomique de l’œil.
D’après http ://fr.wikipedia.org/
4.2.3 Formation de l’œil
Durant la phase de neurulation (mise en place du tube neural à l’origine du système
nerveux central) pendant l’embryogénèse, l’œil se met en place. Les différentes struc-
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tures qui le compose se développent simultanément [Chow and Lang, 2001; Adler and
Canto-Soler, 2007]. Il dérive de formations issues de plusieurs feuillets embryonnaires :
les tissus épidermiques (cristallin, cornée, iris) et les tissus neurodermiques dérivent de
l’ectoderme ; la sclérotique, la choroïde et les muscles oculomoteurs dérivent du méso-
derme.
FIG. 4.6: Schémas simplifiés de la formation de l’œil. (1) Bourgeonnement de la vésicule optique à
partir du télencéphale. (2) et (3) Mise en place de la cupule optique et de la placode cristallinienne.
(4) et (5) Mise en place de la rétine et du cristallin.
D’après http ://www.snv.jussieu.fr/vie/documents/oeil/index.htm
Chez les vertébrés, la formation de l’œil débute avec l’apparition des vésicules op-
tiques qui sont des expansions latérales du télencéphale [Cobos et al., 2001] (Fig. 4.6 1).
Les vésicules optiques sont formées d’un neuroépithélium indifférencié et contiennent les
cellules à l’origine de la rétine. La neurorétine et la rétine pigmentaire ont ainsi la même
origine malgré leurs différences de structure et de fonction [Okada, 1980; Park and Hol-
lenberg, 1993]. Ces vésicules grandissent jusqu’à entrer en contact avec l’ectoderme de
surface qui s’épaissit et se différencie en placode cristallinienne (Fig. 4.6 2). Des études
de microscopie électronique chez le rat ont montré que, pendant cette période de contact,
la vésicule optique et la placode cristallinienne sont étroitement associées à travers un
réseau de fibrilles de collagène [McAvoy, 1978].
Le mésenchyme péri-oculaire est repoussé de part et d’autre de la vésicule et de la
placode. La placode cristallinienne s’invagine ensuite afin de former la vésicule cristalli-
nienne. Dans le même temps, la vésicule optique se replie en une cupule optique, qui se
referme progressivement en une sphère. Après différenciation, la vésicule cristallinienne
donne le cristallin, et la cupule optique la rétine et le nerf optique (Fig. 4.6 3 et 4).
La couche interne de la cupule optique (en face du cristallin) va former la neurorétine,
tandis que la couche externe va donner naissance à la rétine pigmentaire. Dans la partie
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postérieure, la neurorétine reste connectée au système nerveux central via le futur nerf
optique. Au niveau antérieur, au point de jonction des deux feuillets de la rétine vont se
développer l’iris et le corps ciliaire.
L’ectoderme qui avait recouvert la vésicule cristallinienne après son internalisation se
différencie en donnant la cornée (Fig. 4.6 5).
La condensation du mésenchyme périoculaire forme ensuite la sclérotique qui en-
toure et protège l’œil.
4.3 La mélanogénèse
La mélanogénèse correspond aux mécanismes biochimiques qui permettent de contrô-
ler et synthétiser les deux types de mélanines, l’eumélanine et la phéomélanine (Fig. 4.7
et 4.8). Ce processus permet de transformer un acide aminé très répandu dans l’orga-
nisme, la tyrosine, en mélanine via trois enzymes clés, la tyrosinase (TYR), la tyrosinase-
related-protéin-1 (TRP1) et la tyrosinase-related-protéin-2 (TRP2) également appelée
dopachrome tautomérase (DCT).
FIG. 4.7: Voies de synthèse des mélanines.
D’après, http: // biologiedelapeau. fr
Bien que ces protéines aient des structures similaires, elles sont exprimées par des
gènes différents et possèdent des activités enzymatiques distinctes. Les régions pro-
motrices de tyrosinase et TRP1 présentent chacune un motif de 11 paires de bases
AGTCATGTGCT (boîte M) en amont de la boîte TATA. Ce motif est reconnu par le fac-
teur de transcription MITF (microphthalmia-transcription-factor) qui joue ainsi un rôle clé
dans l’expression tissu spécifique de ces gènes. Dans la région promotrice de TRP2, une
séquence homologue (GTCATGTGCT) se trouve également en amont de la boîte TATA.
Toutefois, il n’a pas été clairement établi si MITF se lie et stimule le promoteur de TRP2
[Bertolotto et al., 1998b]. Il a cependant été montré que MITF coopère avec CREB [Ber-
tolotto et al., 1998b], SOX10 [Ludwig et al., 2004] ou LEF-1 [ichi Yasumoto et al., 2002]
pour activer DCT.
MITF est localisé sur le chromosome 3p12.3-p14.1 chez l’homme. C’est un gène
central dans le développement des cellules pigmentées de l’organisme (mélanocytes et
cellules de la rétine pigmentaire). Il a un rôle dans de nombreux processus cellulaires.
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FIG. 4.8: Schéma simplifié de la mélanogénèse.
Dans la mélanogénèse, en plus d’être indispensable pour la synthèse des mélanines, il a
un rôle majeur dans le bon développement des mélanosomes et leur lieu de synthèse. En
effet, il contrôle le niveau d’expression de gènes codant pour des protéines impliquées
dans la formation et le fonctionnement des mélanosomes.
4.4 Pathologies associées aux mélanocytes de la choroïde
4.4.1 Pathologies associées à une anomalie de pigmentation
Une pigmentation correcte dépend de la migration des mélanoblastes, du dévelop-
pement des mélanocytes, et du bon fonctionnement de la cellule pigmentaire et de ses
mélanosomes. Plusieurs pathologies présentant des défauts de pigmentation ont été dé-
crites tel que le syndrome de Waardenburg (SW) ou l’albinisme.
Le syndrome de Waardenburg [Waardenburg, 1951] est caractérisé par des défauts
de pigmentation tels que des plages dépigmentées sur la peau ou dans les cheveux,
une absence de pigmentation des iris (yeux bleus vifs), ou des problèmes de l’audition.
Les anomalies de la pigmentation oculaire se manifestent par des iris bleus ou atro-
phiques et par un aspect albinoïde du fond d’œil par déficience du nombre de méla-
nocytes uvéaux [Mouriaux et al., 1999]. Chez certains patients, des anomalies du sys-
tème musculo-squelettal des membres [Pingault et al., 2010] sont également observées.
Il existe quatre sous-types de SW identifiés qui se distinguent par la présence ou non
d’anomalies supplémentaires aux problèmes de pigmentation.
L’ albinisme est la conséquence d’un trouble de la synthèse de la mélanine par les
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mélanocytes. Cette pathologie représente un ensemble d’anomalies génétiques caracté-
risées par une diminution ou une absence de mélanine associée à un nombre de méla-
nocytes normaux [McHam and Fulton, 1992; Park et al., 1992; Mouriaux et al., 2005]. Il
existe différents types d’albinisme qui présentent une hypopigmentation de la peau, des
cheveux, des poils et des yeux, qui est la manifestation la plus caractéristique.
Au niveau moléculaire, les anomalies liées à la pigmentation peuvent être le résultat
de dysfonctionnement à différents niveaux [Mouriaux et al., 2005].
On peut tout d’abord observer des anomalies au niveau des facteurs de transcrip-
tion régulant l’expression de gènes clés dans la pigmentation comme SNAI2 ou MITF.
MITF est connu comme étant le facteur de transcription clé dans le développement des
mélanocytes, il est au centre de la régulation de la différenciation des mélanocytes et de
l’expression de gènes spécifiques aux mélanocytes (TYR, TRP1, DCT/TRP2). Plus de
vingt mutations de MITF (plutôt perte de fonction) ont été décrites dans le syndrome de
Waardenburg [Pingault et al., 2010], comprenant des mutations troncantes, des muta-
tions au niveau de l’épissage ou des mutations faux-sens et des suppressions de cadre
de lecture. MITF est régulé par d’autres facteurs de transcription, entre autre SOX10
et PAX3 qui peuvent également être affectés par des mutations délétères. SOX10 et
PAX3, en plus d’être impliqués dans la spécification du linéage mélanocytaire en régu-
lant MITF, peuvent également réguler directement des gènes impliqués dans la mélano-
génèse comme TRP2.
Les anomalies de pigmentation peuvent également être dues à une mélanogénèse
anormale. Il a été montré dans différents types d’albinisme oculo-cutané (AOC I, II, III)
que la tyrosinase, la protéine P et la protéine TRP1 impliquées dans la formation des
mélanines présentaient une fonction anormale. En plus d’un dysfonctionnement au ni-
veau des enzymes qui fabriquent la mélanine, la mélanogénèse peut être altérée par les
protéines qui régulent ces enzymes tel que GPR143, récepteur couplé aux protéines G,
impliqué dans l’albinisme oculaire.
Une altération dans le mouvement des mélanosomes peut également être à l’ori-
gine des anomalies pigmentaires. La myosine de type V et RAB27A [Chiaverini et al.,
2008] ont été décrits dans le syndrome de Griscelli et sont impliqués dans la régulation
du trafic intra-cellulaire et du transfert des mélanosomes. SHP1, protéine membranaire
des lysosomes, et des sous-unités de AP3 impliquées dans la régulation du trafic vésicu-
laire ont été décrits dans le syndrome d’Hermansky-Pudlak. Une anomalie de la protéine
SCH1, impliqué dans le trafic lysosomial a été décrite dans le syndrome de Chediak-
Higashi.
La formation des mélanosomes peut également être touchée. Il a été montré que
MITF active l’expression de SILV et MART1 impliquées dans la formation de la matrice et
la maturation des mélanosomes [Du et al., 2003] ou encore l’expression de GPR13 qui
joue un rôle dans la maturation et la taille des mélanosomes [Vetrini et al., 2004].
4.4.2 Pathologies associées à une hyper prolifération des mélanocytes
Le nævus choroïdien est une tumeur bénigne qui modifie le tissu chroroïdien et qui
est cliniquement très proche du mélanome de la choroïde. Comme il n’existe pas de
définition stricte du nævus choroïdien, selon l’étude collaborative du mélanome oculaire,
une lésion des mélanocytes de la choroïde ayant un diamètre ≤ 5mm et une épaisseur
≤ 1mm est classée comme un nævus choroïdien [Singh et al., 2005].
Les nævi dans la population sont fréquents, petits, évoluent lentement en taille et
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affectent rarement l’acuité visuelle [Sumich et al., 1998]. Ce sont des lésions dont la fré-
quence varie entre 10 à 20% et augmente avec l’âge [Desjardins, 2010]. La pigmentation
des ces nævi est variable. En effet même si 87% d’entre eux sont pigmentés, certains
peuvent être achromes [Desjardins, 2010]. Il semblerait que le risque de dégénérescence
d’un nævus est très faible [Ganley and Comstock, 1973].
Il est important de savoir si les nævi représentent des facteurs de risque pour la
transformation en mélanome ou sont indépendants. Il apparaît que l’ensemble des mé-
lanomes de la choroïde se développent à partir de nævus déjà existants, cependant un
faible taux d’entre eux subiraient une transformation cancéreuse (1/8845 dans une popu-
lation blanche des Etats-Unis) [Singh et al., 2005].
Le mélanocytome est une tumeur mélanocytaire de la papille, assimilée histologique-
ment à un nævus. D’autres sites uvéaux ont été décrits, mais ils sont exceptionnels. Les
mélanocytomes sont de petite taille (inférieure en général au diamètre papillaire), de co-
loration très foncée. Leur croissance est lente et leur pronostic bon. En microscopie, les
cellules sont des mélanocytes sans mitose, ce qui est en accord avec le caractère bénin
de cette malformation. Le siège papillaire s’expliquerait par la persistance anormale de
mélanocytes uvéaux dans le plan « choroïdien » de la lame criblée. La dégénérescence
maligne est exceptionnelle [Shields et al., 2000; Mouriaux et al., 2005].
Le mélanome de la choroïde est la tumeur oculaire la plus fréquente chez l’adulte
[Shields and Shields, 2009]. Il s’agit du cancer étudié dans cette étude. Nous allons donc
le décrire plus en détail et lui consacrer la section suivante.
4.5 Le mélanome de la choroïde
4.5.1 Généralités
4.5.1.1 Épidémiologie et facteurs de risques
Ce cancer bien qu’étant la tumeur intra-oculaire la plus fréquente chez l’adulte [Shields
and Shields, 2009] est une tumeur rare. L’incidence annuelle en France est de 500 à 600
nouveaux cas par an [Vidal et al., 1995] avec une proportion comparable aux Etats-Unis.
Les données épidémiologiques mondiales montrent une incidence globalement stable,
mais l’analyse est difficile en raison de l’absence de registres exhaustifs et donc de don-
nées manquantes. Ces analyses sont également compliquées par le développement des
techniques de traitement conservateur ne permettant pas les vérifications histologiques
[Stang et al., 2005]. Le mélanome uvéal survient chez les sujets dont la moyenne d’âge
est de 55 ans (contre 45 ans pour le mélanome cutané) et l’incidence augmente avec
l’âge.
Les facteurs de risque sont mal connus. L’exposition aux ultraviolets n’est pas claire-
ment identifiée dans la genèse de la tumeur [Singh et al., 2004], de même pour l’âge et le
sexe. Les patients avec un phototype clair sont plus touchés (couleur de l’iris, peau, che-
veux) que les sujets noirs ou asiatiques [Saornil, 2004]. Les mélanomes uvéaux comme
les nævi présentent des pigmentations non homogènes avec des zones pigmentées et
d’autres achromes (Fig. 4.9). Les mécanismes conduisant à la transformation des méla-
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nomes sont encore mal connus et il n’existe pas d’association pathologique significative
même si la présence de nævi semble prédisposer à la survenue de mélanome.
FIG. 4.9: Mélanome de la choroïde. L’image de droite représente une vue au fond de l’œil montrant
des zones pigmentées et d’autres achromes.
La localisation de la tumeur primitive est définie par rapport à un axe antéro-postérieur.
On peut ainsi distinguer les localisations antérieures et les localisations postérieures.
Comme le montre la Fig. 4.10, le nerf optique (1), la macula (2) et le pôle postérieur (3)
représentent les localisations postérieures ; la choroïde périphérique (4), les extensions
périphériques avec atteinte des corps ciliaires (5) et les corps ciliaires (6) représentent
les localisations antérieures. Il peut aussi exister une localisation mixte (7). L’atteinte des
corps ciliaires constitue un facteur de mauvais pronostic.
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FIG. 4.10: Locations des mélanomes uvéaux.
Figure et légende d’après [Rouberol et al., 2004]
4.5.1.2 Diagnostic
Le diagnostic initial de cette pathologie est ophtalmologique. Il peut être porté à la
suite d’un examen oculaire systématique ou en raison de symptômes visuels de type :
vision floue, baisse de l’acuité visuelle ou de douleurs. Il ne nécessite que très peu d’exa-
mens complémentaires : l’échographie est réalisée en routine et permet d’affirmer le
diagnostic. Grâce à cet examen, des critères tels que le diamètre basal, la profondeur,
la localisation et l’atteinte extra-sclérale sont définis. Quand une énucléation est réali-
sée, la description anatomopathologique permet de confirmer la taille, la localisation par
rapport au pôle postérieur de l’œil, décrit la présence de boucles vasculaires, l’index mi-
totique, l’infiltration de la sclère, du nerf optique ou des corps ciliaires. L’ensemble de ces
éléments représente également des critères pronostiques [Schmittel et al., 2004]. La des-
cription anatomopathologique permet aussi d’identifier deux types de cellules constituant
la tumeur : les cellules fusiformes et les cellules épithélioïdes (Fig. 4.11). La présence de
ces dernières est associée à un plus fort risque de métastases.
4.5.1.3 Traitement initial
L’énucléation a longtemps été considérée comme la seule option thérapeutique en-
visageable mais depuis de nombreuses années, des techniques dites conservatrices de
l’œil se sont développées. L’ablation de l’œil étant une chirurgie massive et psychologi-
quement difficile, elle est donc désormais réservée aux tumeurs de grandes tailles ou
présentant une extension extra-sclérale.
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FIG. 4.11: Types cellulaires des mélanomes choroïdiens.
A- Mélanome de type fusiforme. B- Mélanome de type épithélioïde.
Parmi les techniques conservatrices, on peut distinguer :
– la curiethérapie qui consiste en l’application de plaques radioactives au contact de
la tumeur. Elles peuvent êtes constituées d’iode (le plus fréquemment) mais encore
de ruthénium ou de palladium [Rouberol et al., 2004].
– la protonthérapie [Kodjikian et al., 2004] qui consiste à administrer des faisceaux
de protons sur la tumeur. Cette technique évite les irradiations des structures ad-
jacentes de l’œil grâce à sa grande précision. Il existe en France seulement deux
sites de protonthérapie (Orsay et Nice), ce qui fait de l’institut Curie (site d’Orsay)
un site de traitement majeur pour cette pathologie.
– la thermothérapie transpupillaire qui consiste à délivrer un faisceau d’énergie à
travers la pupille afin d’induire une nécrose tumorale.
4.5.1.4 Évolution
Malgré un traitement initial bien conduit, la moitié des patients vont récidiver sur le
mode métastatique [Shildkrot and Wilson, 2009; Damato, 2010]. Environ 30% des pa-
tients récidivent dans les 5 ans, ce chiffre augmente jusqu’à 50% à 15 ans. Il s’agit d’une
pathologie agressive avec le foie comme site privilégié de développement de métastases,
due à une dissémination exclusivement par voie hématogène puisque l’œil est dépourvu
de structures lymphatiques. La médiane de survie après survenue de métastases est
de 2 à 6 mois. Il peut exister de façon plus anecdotique des métastases pulmonaires,
ganglionnaires, osseuses ou cutanées. Les traitements des métastases quand ils sont
envisageables sont généralement décevants. En effet la chirurgie ne peut être proposée
que dans 10% des cas, la chimiothérapie améliore la survie d’environ 4 mois et la radio-
thérapie est utilisée sur les localisations osseuses douloureuses ou menaçantes et les
localisations cérébrales [Pyrhönen, 1998].
En plus des facteurs de mauvais pronostics connus, cliniques et histologiques (âge
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supérieur à 60 ans, diamètre tumoral supérieur à 16 mm, localisation aux corps ciliaires,
extension extrasclérale, type cellulaire épithélioïde, présence d’anomalies vasculaires)
[McLean et al., 1983; Al-Jamal et al., 2003; Kodjikian et al., 2004; Gambrelle et al., 2004;
Desjardins et al., 2006], l’analyse du génome et du transcriptome de la tumeur repré-
sentent les outils à visée pronostique les plus récents et les mieux corrélés à la survenue
de métastases hépatiques [Baggetto et al., 2005; Harbour, 2009].
4.5.2 Altérations chromosomiques
Comme nous avons pu le voir dans le chapitre 2, les cellules cancéreuses présentent
des aberrations chromosomiques. Ces anomalies, soit du nombre, soit de la structure
des chromosomes peuvent altérer soit l’ensemble du chromosome touché, soit le bras
court (p) soit le bras long (q).
Il a été montré que les mélanomes de la choroïde présentent des aberrations chro-
mosomiques non aléatoires et corrélées au pronostique et à la survie des patients [Kilic
et al., 2006]. Ces altérations, contrairement à celles observées dans d’autres cancers
comme le cancer du sein, impliquent de grandes régions, souvent des bras de chromo-
somes entiers. Ces réarrangements chromosomiques se retrouvent principalement sur
les chromosomes 3, 6 et 8. Ils ont d’abord été mis en évidence par les analyses de
karyotype puis par la technique de Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) et par la
Comparative Genomic Hybridization (CGH) [Kilic et al., 2006; Harbour, 2009].
Parmi ces altérations, la monosomie du chromosome 3 apparait comme un événe-
ment précoce présent dans 50 à 60% des tumeurs et est souvent associée à un isochro-
mosome 8q (mauvaise division durant la mitose et multiplication en plus de trois copies
entraînant un fort gain du bras long du chromosome 8) [Kilic et al., 2006]. La monosomie
du chromosome 3 est corrélée à la localisation au corps ciliaire, au type épithélioïde des
cellules et à un mauvais pronostic alors que la disomie du chromosome 3 est rarement
associée à l’apparition de métastases [Mudhar et al., 2004]. L’association monosomie du
3 et gains de 8q représenteraient les facteurs de risque de décès les plus pertinents et se-
raient corrélés aux autres facteurs de risques cliniques et histologiques connus [Damato
et al., 2007, 2009]. Les tumeurs de meilleurs pronostiques avec un nombre normal de
copies pour le chromosome 3 présentent souvent un gain du bras court du chromosome
6 [Damato et al., 2009] (Fig. 4.12).
Les dernières technologies de puces à ADN (les puces array-CGH et SNP6) (voir
partie 2.4) permettent d’analyser les tumeurs avec une meilleure résolution et sans les
biais et les limitations des méthodes de cytogénétiques. Les dernières générations de
puces SNP permettent de connaître le statut allélique des segments chromosomiques
et apporter une meilleure information dans le cas d’isodisomie (paragraphe 2.4.2). Dans
le mélanome de la choroïde, il a été décrit des cas d’isodisomie pour le chromosome 3
dans 3 à 5% des tumeurs [Onken et al., 2007; Trolet et al., 2009]. Une copie est perdue
et la copie restante est dupliquée ce qui, en nombre de copie, est équivalant à un statut
normal, alors que ces tumeurs ont bien perdu une copie et se comportent comme les
tumeurs présentant une monosomie du chromosome 3 [Onken et al., 2007; Trolet et al.,
2009].
Des analyses de classification des tumeurs basées sur les déséquilibres chromoso-
miques mettent en évidence que les mélanomes uvéaux sont divisés en deux groupes
principaux selon leur statut du chromosome 3 [Tschentscher et al., 2003]. Hughes et al.
ont défini deux groupes de tumeurs de profils génomiques différents en se basant sur le
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FIG. 4.12: Altérations chromosomiques et survie dans le mélanome de la choroïde. Courbes de
Kaplan-Meier montrant les associations entre les sous-groupes de tumeurs et la survie. A- Les
patients présentant une monosomie du chromosome 3 et un chromosome 6p normal ont les
tumeurs les plus agressives. Un gain du 6p est moins agressif que la monosomie 3. B- Un gain
du chromosome 8q est également de mauvais pronostique.
Figures d’après [Ehlers et al., 2008]
statut du chromosome 3 (monosomie du 3 versus disomie du 3). La monosomie du 3 est
souvent associée aux gains du 8q et une disomie du 3 aux gains du 6p [Hughes et al.,
2005]. On peut également, sur la base des profils génétiques, différencier deux classes
de tumeurs avec des pronostics différents. Cette notion de classes 1 et 2 a d’abord été
définie sur la base de profil d’expression permettant de séparer les tumeurs à haut risque
métastatique et celles à risque plus faible [Onken et al., 2004]. Les tumeurs de classe 1,
de meilleur pronostic, avec deux copies du chromosome 3 représentent environ 40% des
tumeurs et la classe 2, plus agressive, présente une monosomie du chromosome 3 et
représente environ 60% sur des tumeurs issues d’énucléation [Trolet et al., 2009]. La
proportion de classe 2 est plus faible dans les collections de tumeurs de plus petite taille
[Young et al., 2007; McCannel et al., 2010].
La perte du chromosome 3 entier est un événement fréquent et pronostique dans
le mélanome de la choroïde. Cependant, il arrive dans de rares cas (environ 5%) que
des tumeurs présentent des délétions partielles [Tschentscher et al., 2001; Cross et al.,
2006]. L’analyse de ces tumeurs indique la présence de délétions partielles récurrentes
en 3p25-26 [Tschentscher et al., 2001; Cross et al., 2006; Trolet et al., 2009] en 3P11-14
[Cross et al., 2006] et en 3q24-q26 [Tschentscher et al., 2001] et permet ainsi de regarder
plus en détail les gènes suppresseurs de tumeurs présents dans ces régions.
Des altérations sur le chromosome 6 sont fréquentes et plutôt précoces dans le méla-
nome de la choroïde, notamment un gain du 6p et une perte du 6q. Une étude spécifique
sur les altérations présentes sur ce chromosome indique la présence de gènes suppres-
seurs de tumeurs dans la région 6q16.1-6q22 et d’oncogènes dans la région 6pter-6p21.2
qui sembleraient importantes dans le mélanome choroïdien [van Gils et al., 2008].
Le gain du 8q dans les mélanomes choroïdiens serait un événement plus tardif qui
apparaîtrait après l’altération des chromosomes 3 ou 6. En effet, dans plusieurs études,
cette altération est rarement observée seule. Les tumeurs présentant une altération sur
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le 8 sont dans la plupart des cas également altérées sur le 3 ou le 6 [White et al., 1998;
Parrella et al., 1999; Ehlers et al., 2008] ce qui permet de proposer différents schémas
de progression tumorale (Fig. 4.13).
FIG. 4.13: Chronologie des altérations chromosomiques.
A- Dans l’étude de Parrella et al. 65% des tumeurs présentent une monosomie pour le chromo-
some 3 et 20% un gain du 6p. Environ 60-70% de ces tumeurs accumulent une altération du
8q.[Parrella et al., 1999]. B- Trois hypothèses de progression tumorale. Pour les tumeurs nor-
males pour les chromosomes 3 et 6p, le gain du 8q est l’altération la plus constante. Pour les
tumeurs avec un gain du chromosome 6p et normales pour le 3, les altérations précoces incluent
une perte du 6q et un gain du 8q. Les tumeurs avec une monosomie du chromosome 3 présentent
un gain du 8q puis une perte du 8p et du 1p. Bien que plus tardif, le gain du 8q dans les différents
sous groupes d’altérations montre son importance dans la progression tumorale.
Figure et légende d’après [Ehlers et al., 2008].
D’autres altérations récurrentes ont également été observées sur les chromosomes
1 et 16 [Mudhar et al., 2004; Kilic et al., 2006; Trolet et al., 2009].
Dans le jeu de données de l’Institut Curie analysé en CGH-array (86 tumeurs pro-
venant d’énucléation), une monosomie complète du chromosome 3 est observée dans
62% des tumeurs, un gain total ou partiel du chromosome 8q dans 89% des cas, un gain
du 6p dans 57%, une perte du chromosome 1p dans 45% et une perte du chromosome
16 dans 31%. Ces patients avaient un suivi supérieur à 24 mois. Dans cette étude [Trolet
et al., 2009] qui montre l’intérêt pronostique de ces analyses, l’association des gains du
6p et du 8q distal est présente chez les patients à moindre risque alors que l’association
monosomie du chromosome 3 et gain du chromosome 8q entier est observée chez les
patients avec évolution métastatique. Ces patients présentent également une perte du
chromosome 8p et du 16q.
Peu de données sont disponibles pour les métastases issues de mélanome de la
choroïde. Dans l’étude de Trolet et al., 63 métastases hépatiques ont été analysées par
CGH-array. Ces métastases semblent se regrouper selon les même groupes d’altération
mis en évidence dans les tumeurs primaires mais selon des proportions différentes (17%
pour les classes 1 et 82% pour les classes 2) [Trolet et al., 2009].
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4.5.3 Mécanismes moléculaires impliqués dans le développement des mé-
lanomes de la choroïde
Le mélanome est un cancer hétérogène qui présente différents sous-type. Le mé-
lanome uvéal (MU) présente des différences cliniques, biologiques et génétiques par
rapport au mélanome cutané qui est le mélanome le plus étudié.
Comme nous l’avons vu dans le chapitre 1, les cellules présentent différentes caracté-
ristiques pour devenir cancéreuses. Pour former la masse tumorale, les cellules doivent
être capables de proliférer de manière autonome et continue. Elles doivent également
pouvoir échapper aux différents points de contrôle permettant l’activation de la mort cellu-
laire et doivent être capables de maintenir cette masse tumorale. Ces cellules acquièrent
également des capacités migratoires indispensables au développement de métastases.
Dans le cas du mélanome, et des différents sous-types de mélanomes, ces capacités
sont obtenues en activant différemment les mêmes voies de signalisation en fonction des
sous-types. Au niveau moléculaire, différents modules sont altérés afin d’acquérir ces
capacités : les facteurs de transcription, les récepteurs ou les protéines au cœur des
voies métaboliques.
Les altérations génétiques observées dans le mélanome de la choroïde sont effec-
tivement distinctes de celles observées dans le mélanome cutané. Des mutations gain
de fonction dans BRAF ou NRAS sont communes parmi les mélanomes cutanés issus
du tronc et des extrémités [Gray-Schopfer et al., 2007]. Une sur-expression de KIT est
observée chez les mélanomes acraux [Curtin et al., 2006]. Ces trois phénomènes sont
extrêmement rares dans le mélanome de la choroïde [Saldanha et al., 2004]. Elles jouent
un rôle dans l’activation de la voie de signalisation MAP kinases activée dans la majorité
des mélanomes et de bon nombre de cancer en général. Cette voie est impliquée dans la
prolifération, la survie cellulaire, la migration et la différenciation. Dans la figure 4.14, les
principales voies dérégulées dans le mélanome cutané sont représentées. En plus des
voies MAP kinases et PI3K/AKT, on peut noter l’importance du facteur de transcription
MITF, élément clé du développement mélanocytaire ou encore le gène CDKN2A codant
pour les protéines p14 et p16 impliquées dans la régulation du cycle cellulaire.
Dans la figure 4.15, Patel et al. [Patel et al., 2011] résument de la même manière les
voies principalement décrites dans le mélanome de la choroïde. Nous y retrouvons les
voies MAP kinases et PI3K/AKT et l’importance des récepteurs membranaires en amont
de ces voies.
Dans cette partie, nous allons décrire les altérations mises en évidence dans les
mélanomes et principalement le mélanome choroïdien, entraînant des modifications dans
ces voies métaboliques conduisant ainsi à la transformation des mélanocytes.
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FIG. 4.14: Voies majeures impliquées dans le mélanome cutané.
Importance de N-RAS et BRAF dans la voie MAP kinases. Régulation de nombreuses voies par
CDKN2A et MITF.
Figure et légende d’après [Palmieri et al., 2009]
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FIG. 4.15: Voies majeures impliquées dans le mélanome de la choroïde.
Les voies de signalisation MAPK, PI3K, mTOR et IGFR sont principalement impliquées dans le
mélanome de la choroïde. La stimulation de récepteurs couplés aux protéines G entraine le rem-
placement du GDP en GTP au niveau de la sous-unité α qui devient donc active et active PLCβ
qui induit le clivage de PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate) ent IP3 (inosol triphosphate)
et DAG (diacyl glycerol). DAG active PKC qui active la voie des MAP kinases qui entraine la crois-
sance tumorale et la prolifération. La mutation GNAQ Q209L inactive la sous-unité α du récepteur
prévenant ainsi l’hydrolyse du GTP en GDP et permet une activation consitutive de la voie des
MAP kinases. PI3K phosphoryle le PIP2 en PIP3 et PTEN déphosphoryle PIP3 en PIP2. PIP3
active AKT qui favorise la croissance tumorale et la prolifération. ERK et AKT active la voie de
signalisation mTOR qui favorise également la croissance tumorale et la prolifération. L’activation
du récepteur IGFR entraine sa dimérisation et son autophosphorylation entrainant le recrutement
et l’activation d’IRS qui active les voies PI3K et MAP kinases. mTOR peut inhiber le récepteur
IGFR.
Figure et légende d’après [Patel et al., 2011]
4.5.3.1 Facteurs de transcription et modulation d’expression de gènes clés
MITF
MITF est un facteur de transcription b-HLH-LZ qui possède un domaine basique per-
mettant la liaison à l’ADN et des domaines hélice-boucle-hélice (HLH)) et crémaillère à
leucine (LZ) permettant de former des homo ou des hétéro-dimères (Fig. 4.16). Chez
l’homme, il est localisé en position 3p12.3-p14.1 [Tachibana et al., 1994]. Dans les cel-
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lules mélanocytaires, MITF intervient dans la synthèse de la mélanine en activant les
gènes tyrosinase, TRP1 et TRP2 [Bertolotto et al., 1998a; Shibahara et al., 2000]. Il
est également un gène clé, impliqué dans la maturation des mélanocytes dérivés de la
crête neurale, la rétine pigmentaire, les mastocytes dérivées de la moelle osseuse et
les ostéoclastes [Steingrímsson et al., 2004]. Ce facteur de transcription est largement
exprimé dans les mélanomes cutanés et uvéaux mais son rôle dans la transformation
des mélanocytes reste assez flou. Dans les mélanocytes, MITF régule l’expression de
nombreux gènes impliqués dans la migration (DAIPH1, MET), la survie (BCL2, MET) ou
encore la prolifération (CDK2) [Cheli et al., 2010]. L’extinction de MITF entraîne l’activa-
tion d’une voie de réparation à l’ADN entrainant l’activation de p53 nécessaire à l’entrée
en sénescence. MITF est donc requis pour prévenir la sénescence et favoriserait la pro-
lifération cellulaire des mélanomes [Giuliano et al., 2010]. L’expression et la fonction de
MITF peuvent être régulés par différents facteurs de transcription tels que PAX3, CREB
ou encore SOX10[Goding, 2000].
FIG. 4.16: Structure de MITF.
MITF est un facteur de transcription à domaine b-HLH-LZ. Les différents domaines qui ont été
caractérisés présentent des sites de modification post-transcriptionel.
Figure et légende d’après [Steingrímsson et al., 2004]
MITF peut agir comme un oncogène dans les mélanomes, il est sur-exprimé durant
la progression des mélanomes cutanés en association avec la mutation V600E de BRAF
[Garraway et al., 2005]. Il a également été montré qu’une diminution de l’expression de
MITF pouvait être associé à un comportement métastatique via le contrôle de DIAPH1
[Carreira et al., 2006]. Le niveau de MITF semble critique dans les cellules de mélanomes
et doit être maintenu à un niveau intermédiaire. Une sur-expression stimule la différen-
ciation alors qu’avec un niveau faible les cellules meurent par apoptose [Wellbrock et al.,
2008].
MITF est localisé dans une région perdue dans les MU agressifs (chromosome 3)
mais son rôle dans ce mélanome particulier n’est pas clairement établi même si son
implication potentielle a déjà été décrite [Mouriaux et al., 2003].
RB, p16, cycline D et le cycle cellulaire
Le cycle cellulaire comprend une succession de quatre étapes qui permet à une cellule
mère de se diviser en deux cellules filles. La première phase G1 est la phase de crois-
sance ou de biosynthèse cellulaire. Durant cette phase, la cellule a la possibilité de se
mettre en G0, phase de quiescence, ou de passer en phase S. La phase S est la phase
de réplication de l’ADN pendant laquelle la cellule passe d’un état diploïde (2N) à un état
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tétraploïde (4N). La cellule passe ensuite en phase G2 qui est une phase de préparation
à la mitose. Finalement, durant la phase mitotique, la cellule se sépare en deux cellules
filles qui chacune se retrouvent en phase G1 d’un nouveau cycle.
Les cellules ont besoin de facteurs mitogènes pour rentrer dans le cycle cellulaire. Les
mécanismes de la régulation reposent essentiellement sur deux structures protéiques
complémentaires qui sont les Cycline-dependent kinases (Cdk) et les cyclines. Les Cdk
sont les composantes de base qui s’associent avec les cyclines pour s’activer et ainsi
former des complexes hétéro-dimériques.
La protéine RB (Retinoblastoma) bloque la progression du cycle en G1-S, donc une
inactivation de RB entraine une prolifération non régulée. Dans les MU, RB est inac-
tivé par hyper-phosphorylation [Loercher et al., 2005; Delston and Harbour, 2006]. Cette
hyper-phosphorylation, montrée dans un tiers des MU [van der Velden et al., 2001], peut
être due à l’inactivation de p16INK4A qui est une cible de MITF, ou à une sur-expression
de la cycline D, une cible en aval de la voie MAP kinases, dans les deux tiers des cas
[Mouriaux et al., 1998; Brantley and Harbour, 2000; Coupland et al., 2000].
p53 et l’apoptose
Afin d’échapper à l’apoptose et favoriser la survie, il semblerait que les cellules de MU
exploitent plusieurs voies de signalisation comme les voies p53 ou BCL2.
La voie de signalisation p53, « le gardien du génome », est mutée dans de nombreux
cancers, ne permettant plus la reconnaissance des dommages à l’ADN et donc l’activa-
tion des voies apoptotiques. Le gène p53 est rarement décrit muté dans les MU [Ehlers
and Harbour, 2006]. L’inhibition fonctionnelle de p53 dans MU pourrait être due à la sur-
expression de son inhibiteur HDM2 [Brantley and Harbour, 2000]. Un inhibiteur de HDM2
dans des cellules de MU entraîne une apoptose massive, montrant ainsi l’importance de
sa sur-expression dans les cellules de MU pour leur survie [Harbour et al., 2002].
La famille de gènes anti-apoptotique BCL2 peut également jouer un rôle dans les
MU. BCL2 est une cible directe de MITF qui est fortement exprimé dans les mélanocytes
[McGill et al., 2002]. BCL-xL, un autre membre anti-apoptotique, de la famille BCL2, peut
être inactivé par déamidation [Deverman et al., 2002], mais les cellules de MU présentent
souvent une incapacité à déamider BCL-xL en réponse aux dommages à l’ADN [Sun
et al., 2005].
BAP1
Comme nous l’avons énoncé dans la partie 4.5.2, les mélanomes uvéaux peuvent être
discriminés en deux classes selon leur profil d’expression [Onken et al., 2004, 2010].
Les tumeurs de classe 1 présentent un risque plus faible de développer des métastases
comparées aux tumeurs de classe 2 qui sont plus agressives et présentent un plus haut
risque de décès [Onken et al., 2004, 2005, 2010]. Cependant, les bases génétiques
expliquant ce phénomène métastastique restent imprécises.
La monosomie du chromosome 3 étant associée aux tumeurs de mauvais pronos-
tique et donc aux tumeurs de classe 2 [Worley et al., 2007], cela suggère que la perte
d’une copie de ce chromosome renferme peut-être un ou plusieurs gènes permettant
d’expliquer l’apparition de métastases. Harbour et al. ont analysé 31 tumeurs de classe
2 par séquençage nouvelle génération et ont mis en évidence 84% de mutation perte
de fonction pour le gène BAP1 (BRCA1 associated protein 1) localisé en 3p21.1 [Har-
bour et al., 2010]. BAP1 code une ubiquitine hydrolase localisé dans le noyau et joue
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un rôle clé dans le remodelage de la chromatine en entrainant la déubiquitination de
l’histone H2A et HCF1 [Yu et al., 2010]. BAP1 interagit également avec ASXL1 pour for-
mer des groupes polycombes et est ainsi impliqué dans la pluripotence des cellules et
autres processus de développement [de Ayala Alonso et al., 2007; Scheuermann et al.,
2010]. BAP1 est décrit impliqué dans de nombreux cancers comme le poumon, le sein ou
encore les carcinomes du reins [Hershko and Ciechanover, 1998; Wilkinson, 2000; Ange-
loni, 2007]. BAP1 participe a des complexes protéiques contenant de nombreux facteurs
de transcription et participe au contrôle de nombreux gènes impliqués dans différents
processus cellulaires [Yu et al., 2010].
Des mutations, délétions ou des réarrangements de BAP1 ont été détectés dans les
cancers du poumon et du sein [Buchhagen et al., 1994; Jensen et al., 1998; Mallery
et al., 2002; Yu et al., 2010]. Une mutation perte de fonction de BAP1 entraîne l’altération
de l’expression de nombreux gènes impliqués dans le cycle cellulaire, la réplication de
l’ADN, le métabolisme, la survie ou encore l’apoptose [Yu et al., 2010]. Il s’agit d’un gène
suppresseur de tumeurs qui nécessite à la fois une localisation nucléaire et sa fonction
de déubiquitination active pour jouer ce rôle [Ventii et al., 2008; Machida et al., 2009]. La
présence de si-RNA BAP1 dans la lignée 92.1 de mélanome uvéal montre une diminution
de l’expression de gènes tels que ROBO1 (gène de différenciation de la crête neurale),
CDH1, C-KIT ou encore SOX10 et EDNRB (gènes de la différenciation mélanocytaire)
[Harbour et al., 2010]. D’autres études seront nécessaires pour comprendre le rôle de
BAP1 dans les mélanomes uvéaux.
4.5.3.2 Altérations de voies métaboliques
La voie de signalisation des MAP Kinases (Mitogen-Activated Protein Kinases)
Les MAP kinases sont des sérine/thréonine kinases qui peuvent être activées par de
nombreux et différents stimuli. Il existe trois grandes familles de MAPK : les protéines
ERKs 1, 2 et 3 (Extracellular signal-Regulated Kinases) ; les protéines JNKs 1, 2 et 3
(c-Jun NH2-terminal Kinases) ; et les protéines p38 α, β, γ, δ (p38MAPKs). La voie des
MAP kinases peut être activée par différents récepteurs comme ceux à activité tyrosine
kinase ou les récepteurs couplés aux protéines G. Dans tous les cas, l’activation d’une
MAP kinase résulte de l’activation successive d’une MAP kinase kinase kinase puis de
l’activation d’une MAP kinase kinase qui elle-même activera la MAP kinase (Fig. 4.17).
La voie des MAP kinases est activée dans 86% des mélanomes uvéaux [Weber et al.,
2003]. Cependant, contrairement aux mélanomes cutanés qui présentent une mutation
activatrice de BRAF dans 62% des cas (principalement une mutation V600E), les méla-
nomes uvéaux ne présenteraient pas de mutation dans cette protéine [Edmunds et al.,
2003; Rimoldi et al., 2003; Weber et al., 2003]. Certaines études montrent que cette
mutation peut tout de même être mise en évidence dans les mélanomes uvéaux par
des techniques plus sensibles car cette mutation BRAF pourrait être présente dans un
sous-ensemble de la tumeur [Janssen et al., 2008; Maat et al., 2008]. Ceci permettrait
d’expliquer la présence de mutation BRAF dans des lignées cellulaires de MU [Calipel
et al., 2003; Kiliç et al., 2004; Calipel et al., 2006].
L’activation de la voie des MAP kinases peut également se faire par l’activation de
NRAS dans les mélanomes cutanés, cependant cette mutation n’a jamais été montrée
dans les mélanomes uvéaux [Zuidervaart et al., 2005].
Des études récentes permettent d’envisager une possibilité permettant l’activation de
la voie MAP kinase. Effectivement cette voie peut être activée par l’activation de récep-
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FIG. 4.17: La voie des MAP kinases.
Figure d’après http: // www. cellsignal. com/ pathways/ map-kinase. jsp
teurs couplés aux protéines G. Il a été montré dernièrement qu’environ 50% des méla-
nomes uvéaux présentaient des mutations activatrices dans GNAQ [Onken et al., 2008;
Bauer et al., 2009; Raamsdonk et al., 2009] ou GNA11 [Raamsdonk et al., 2009, 2010],
sous-unité α des protéines G. Ces protéines G sont des hétérodimères qui se couplent à
des récepteurs transmembranaires et permettent la transformation du GDP en GTP per-
mettant ainsi le clivage de PIP2 (phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate) en IP3 (inosol
triphosphate) et DAG (diacyl glycerol) via PLCβ. DAG active ensuite la protéine kinase C
(PKC) qui permet d’activer des voies en aval dont celle des MAP kinases.
Les protéines GNAQ et GNA11 présentent dans certains mélanomes uvéaux une mu-
tation Q209L qui entraine la perte de leur activité GTPase, ne permettant plus l’hydrolyse
du GTP en GDP et donc une activation constitutive de PLCβ et de la voie MAP kinases.
Dans une étude comparant des nævi, des mélanomes uvéaux et des métastases de mé-
lanomes uvéaux, la mutation dans GNAQ est présente dans 55% des nævi, 45% des mé-
lanomes uvéaux et 22% des métastases alors que la mutation GNA11 est présente dans
7% des nævi, 32% des tumeurs et dans 57% des métastases [Patel et al., 2011]. Cela
suggère que des mutations GNA11 sont plus associées à un risque accru de métastases
dans le mélanome uvéal que des mutations GNAQ. Ces mutations sont fréquentes mais
elles seraient précoces dans la tumorigénèse et ne sont pas significativement associées
à l’apparition de métastases [Onken et al., 2008; Bauer et al., 2009].
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La voie de signalisation PI3K/AKT
La PI3 kinase (PhosphoInositide 3-kinase) joue un rôle crucial dans un large éventail
de fonctions cellulaires en réponse à différents signaux extracellulaires (Fig. 4.18). La
sérine-thréonine kinase AKT est un effecteur en aval de PI3K, qui en réponse à son ac-
tivation, va phosphoryler de nombreuses cibles incluant d’autres kinases ou encore des
facteurs de transcription et ainsi jouer un rôle important dans de nombreuses fonctions
cellulaires. PI3K est activée par des récepteurs couplés aux protéines G ou des récep-
teurs à activité tyrosine kinase et catalyse la conversion du PIP2 (PhosphoInositol-3,4-
biPhosphate) en PIP3 (PhosphoInositol-3,4,5-triPhosphate) permettant ainsi l’activation
d’AKT (PKB) impliqué dans la prolifération et la survie. Cette voie de signalisation est né-
gativement contrôlée par PTEN qui active la conversion de PIP3 en PIP2 et donc diminue
l’activation d’AKT.
L’activation de PI3K a été montrée dans des lignées de mélanomes uvéaux [Naus
et al., 2000; Abdel-Rahman et al., 2006; Babchia et al., 2010]. Elle pourrait être due à
une perte d’expression de PTEN [Abdel-Rahman et al., 2006]. PTEN est un gène sup-
presseur de tumeurs localisé en 10q23.3 et impliqué dans différents cancers [Li et al.,
1997; Steck et al., 1997]. Des études ont montré une perte dans 30% à 50% des méla-
nomes cutanés dans cette région [Herbst et al., 1994; Healy et al., 1998] qui serait as-
sociée avec un mauvais pronostic [Rodolfo et al., 2004]. Des analyses de cytogénétique
ont montré une perte du chromosome 10 dans 27% des mélanomes uvéaux [Höglund
et al., 2004]. Abdel-Rahman et al. ont identifié une perte de PTEN dans les mélanomes
uvéaux agressifs comparés aux tumeurs moins agressives [Abdel-Rahman et al., 2005]
et ont identifié une microdélétion en 10q comme étant le mécanisme majeur entraînant
la perte d’expression de PTEN Abdel-Rahman et al. [2006]. PTEN pourrait donc jouer
un rôle dans la classification des tumeurs de mauvais pronostic et être utilisé dans les
thérapies ciblées.
Une des cibles majeur en avale de AKT est mTOR (mammalian Target Of Rapamycin)
qui joue un rôle dans la progression du cycle cellulaire et donc la prolifération cellulaire
et son activation a été montrée dans des lignées de mélanomes de la choroïde [Babchia
et al., 2010]. Cependant en testant un inhibiteur de mTOR (la rapamycine) sur ces cel-
lules, les effets sur la prolifération et l’apoptose ont été décevants. Cette étude a permis
de montrer que l’inhibition de mTOR dans les cellules de mélanomes uvéaux par la rapa-
mycine entraînait une rétroaction négative de mTOR en augmentant la phosphorylation
de AKT et entraine ainsi l’activation de la voie cycline D1 via GSK3. Dans cette étude
effectuée sur des lignées, Babchia et al. montrent que les voies de signalisation PI3K et
BRAF/ERK sont des voies parallèles qui coopéreraient dans la prolifération cellulaire des
mélanomes uvéaux. Cette équipe avait déjà montré que la voie BRAF/ERK contrôlait la
prolifération cellulaire dans les mélanomes uvéaux en régulant l’expression de la cycline
D1 [Calipel et al., 2006] et dans cette étude [Babchia et al., 2010], ils montrent que l’acti-
vation de la cycline D1 nécessiterait l’activation de ces deux voies quel que soit le statut
mutationnel de BRAF (qui n’est pas fréquent dans les mélanomes uvéaux comparé aux
mélanomes cutanés).
4.5.3.3 Mutations de récepteurs
Plusieurs récepteurs et les facteurs de croissances associés permettent de réguler
ces voies et ainsi entraîner leur activation. Parmi ces couples récepteur/ligand nous al-
lons décrire trois récepteurs à activité tyrosine kinase (KIT et MET, IGFR)
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FIG. 4.18: La voie de signalisation PI3K/AKT.
Figure d’après http: // www. cellsignal. com/ pathways/ akt-signaling. jsp
KIT et SCF
L’interaction entre le ligand SCF (Stem Cell Factors) et son récepteur KIT est essentiel
pour le développement et la survie des mélanocytes dérivés de la crête neurale [Wehrle-
Haller, 2003]. KIT est un récepteur transmembranaire de la famille des récepteurs à tyro-
sine kinase. Son ligand SCF est connu sous diverses appellations commeMGF (Mast cell
Growth Factor) ou encore KIT-L (KIT ligand). La fixation de SCF sur le récepteur entraîne
la dimérisation de KIT et une autophosphorylation des tyrosines du domaine cytoplsa-
mique qui entraîne la phosphorylation et donc l’activation de protéines cibles comme les
PI3K ou les protéines de la voie MAP kinases.
KIT est exprimé dans quasiment tous les mélanomes uvéaux, cependant moins de
40% présentent une sur expression [Pache et al., 2003; All-Ericsson et al., 2004; Pereira
et al., 2005]. Le ligand SCF est produit par les cellules de mélanomes uvéaux et par des
mélanocytes normaux, cependant seules les cellules de mélanomes uvéaux sécrètent le
SCF, ce qui suggère une boucle de régulation autocrine dans ces cellules de mélanomes
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[Lefevre et al., 2004]. La stimulation de mélanocytes normaux par du SCF entraîne l’ac-
tivation des voies AKT et MAPK alors que dans des lignées cellulaires de mélanome
uvéal exprimant KIT, la présence de SCF active uniquement la voie MAPK [Pereira et al.,
2005]. L’expression de KIT n’est pas associée à la survie dans les mélanomes uvéaux
[All-Ericsson et al., 2004; Lüke et al., 2011], en effet il n’existe pas de différence signifi-
cative entre les mélanomes uvéaux caractérisés par une forte expression de KIT et ceux
présentant une faible expression. De plus, pour l’heure aucune mutation activatrice de
KIT n’a été décrite dans le mélanome uvéal [Pache et al., 2003; Hofmann et al., 2009].
En revanche, de façon intéressante un haut niveau de SCF dans des tumeurs primaires
de mélanomes uvéaux a été significativement associé à une plus faible incidence de dé-
veloppement métastatique indiquant que ce pourrait être un facteur pronostique bénin
[Lüke et al., 2011].
IGF1R et IGF1
L’activation du récepteur IGF1R (Insulin-like Growth Factor 1 Receptor) est impliqué
dans l’activation des voies de signalisation MAPK et PI3K/AKT et semble jouer un rôle
dans l’adhésion cellule-cellule et dans l’invasion des tumeurs [Leventhal and Feldman,
1997; Zhang et al., 2004]. Ce récepteur est exprimé dans les cellules de mélanomes
de la choroïde [Rodeck et al., 1991], mais elles ne produisent pas le ligand IGF1 [Ro-
deck et al., 1991] qui est produit par les cellules du foie (site principal de développement
métastatique). L’inhibition de IGF1R dans des lignées cellulaires de MU entraîne une di-
minution de la prolifération [All-Ericsson et al., 2002; Kanter-Lewensohn et al., 2000] et
une diminution de l’activation des voies MAPK et PI3K [Girnita et al., 2004, 2008]. L’ex-
pression du récepteur est associée à la survie des patients et il pourrait jouer un rôle
dans la propagation des MU et leur affinité pour le foie [Economou et al., 2005].
MET et HGF
Le proto-oncogène MET est un récepteur à activité tyrosine-kinase. Le facteur de crois-
sance hépatocytaire (HGF) est une protéine qui agit comme un ligand endogène de ce ré-
cepteur. HGF agit comme un facteur mitogène pour les mélanocytes et la sur-expression
de MET est corrélée avec l’invasivité des mélanomes [Li et al., 2001]. Les cellules de
mélanomes mais pas les mélanocytes expriment HGF ce qui laisse supposer, là encore,
une boucle de rétro-contrôle positive dans le développement de mélanomes [Li et al.,
2001]. MET est sur-exprimé dans les cellules de MU, mais des mutations activatrices ou
des amplifications ne semblent pas être impliquées de manière significative dans cette
pathologie [Abdel-Rahman et al., 2010]. Des études contradictoires montrent d’une part
qu’une sur-expression de MET serait associée à un plus haut risque de développement
métastatique [Mallikarjuna et al., 2007] et d’autre part que pour être significative cette
sur-expression doit être accompagnée d’une sur-expression d’IGF1R [Economou et al.,
2005].
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Comme nous l’avons vu dans l’introduction, le mélanome de la choroïde est une
pathologie rare mais agressive. Les tumeurs primaires peuvent être divisées en deux
classes présentant des niveaux d’agressivité différents [Tschentscher et al., 2003; On-
ken et al., 2004]. Différentes études d’analyse de données haut débit ont déjà été pu-
bliées, sur des données de transcriptome [Tschentscher et al., 2003; Onken et al., 2004;
Petrausch et al., 2008] ou génome [Ehlers et al., 2005; Onken et al., 2007; Trolet et al.,
2009; Abi-Ayad et al., 2011], mettant en évidence des gènes et les régions chromoso-
miques d’intérêt pouvant être impliqué, soit dans le développement des mélanomes soit
dans le développement de métastases.
En France, l’Institut Curie est le centre principal pour le recrutement et le traitement
des patients atteints de ce mélanome particulier. La tumorothèque est, par conséquent,
assez riche. L’étude du mélanome de la choroïde est un projet institutionnel qui implique
des médecins (ophatalmologistes, chirurgiens,...) et des chercheurs (biologistes et bioin-
formaticiens).
Le but de ce travail était d’analyser les données haut débit disponibles sur cette col-
lection afin de mettre en évidence des marqueurs moléculaires intéressants et de les
valider ensuite comme marqueurs pronostiques ou thérapeutiques afin d’améliorer la
compréhension des mécanismes sous-jacents au développement métastatique.
Ce travail a principalement été réalisé sur les données de transcriptome disponibles.
J’ai bien entendu utilisé et travaillé sur les données de génome dont nous disposons à
l’institut. Ces données avaient été analysées par Julien Trolet, Jérome Couturier et al.
avant mon arrivée [Trolet et al., 2009].
Le travail réalisé va être présenté selon le type d’échantillons analysés et donc les
questions posées.
Dans une première partie je décrirai le travail qui a été fait sur les tumeurs primaires
disponibles. Nous disposons d’une collection de tumeurs issues d’énucléation pour les-
quelles nous avons un recul d’au moins 36 mois et de nombreuses variables cliniques
associées. Le but de l’étude est de mettre en évidence des gènes d’intérêts impliqués
dans le développement de métastases. Ce travail a donné lieu à une publication sur l’im-
plication de la phosphatase PTP4A3 dans le développement métastatique dans la revue
Cancer Research en 2011 [Laurent et al., 2011]. Je décrirai également le travail qui a été
réalisé en aval sur des transcriptomes d’une lignée cellulaire connue de mélanome uvéal
(OCM-1) en présence de PTP4A3 sauvage ou mutant.
Pour finir, j’aborderai les autres gènes qui sont ressortis de cette analyse.
Dans une deuxième partie je décrirai le travail qui a été effectué sur notre collection
de métastases hépatiques.
Dans une troisième partie j’aborderai l’analyse de modèles murins développé au la-
boratoire d’investigation pré-clinique (LIP) de l’Institut Curie. Pour ce travail, lors de l’éta-
blissement de ces modèles, j’ai participé à une première étude des altérations chromo-
somiques et principalement le comportement du chromosome 3 chez les patients et les
modèles de xénogreffes associés. Ce travail a été publié dans Clinical Cancer Research
en 2010 [Némati et al., 2010].
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D’autres données, plus complètes ont ensuite été analysées sur puces transcriptome
et génome afin de mettre en évidence les différences entre les modèles de xénogreffes
et les patients afin de savoir si ces modèles sont de bons outils pour tester des produits
pharmacologiques. Ce travail est en cours de finition et d’écriture en vue d’une publica-
tion.
Dans une quatrième partie je présenterai le travail de développement méthodologique
auquel j’ai participé afin de mettre à disposition de la communauté scientifique le proces-
sus d’analyse que nous appliquons sur bon nombre de nos projets d’analyse. Cet outil a
été publié en 2010 dans BMC Research Notes [Servant et al., 2010].
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Chapitre 5
Analyse de la collection de Tumeurs
Primaires de l’Institut Curie
5.1 Introduction
Nous disposons d’un jeu de 63 tumeurs primaires analysées sur puces Affymetrix
HGU133plus2.0, parmi lesquelles 57 ont un recul d’au moins 36 mois.
Ce jeu de données est issu d’une population majoritairement masculine avec une
moyenne d’âge de 61 ans. Il est composé de grosses tumeurs (moyenne du diamètre et
de l’épaisseur : 13 et 11 mm respectivement) énuclées qui n’ont subi aucune thérapie
avant la chirurgie oculaire. Une grande partie de ces tumeurs est localisée sur l’équateur,
présente un décollement de la rétine associé et une monosomie du chromosome 3.
Ces tumeurs peuvent être séparés en deux groupes d’agressivité différentes : 28
ont développé des métastases avant 36 mois et 27 n’ont pas (d’après les informations
cliniques recensées) ou ont tardivement (après 36 mois) développé des métastases, prin-
cipalement hépatiques.
En plus des données de transcriptome, les données de génome sur puces CGH sont
disponibles pour 45 tumeurs parmi les 57.
La question principale pour l’analyse de ces données est de déterminer les gènes
impliqués dans le développement métastatique et ainsi comprendre pourquoi une partie
de ces tumeurs développe des métastases très rapidement alors que d’autres ont un
pronostic plus favorable. Le but de cette étude en plus d’aider à la compréhension des
mécanismes moléculaires impliqués dans cette pathologie est de trouver des marqueurs
pronostiques afin de pouvoir classer les patients à hauts et bas risque et permettre ainsi
de tester des solutions thérapeutiques sur des sous-groupes de patients homogènes et
ainsi espérer augmenter l’efficacité de ces traitements.
Dans cette partie, je décrirai tout d’abord le travail qui a été fait autour de la phos-
phatase PTP4A3 identifiée dans nos données et pouvant avoir un rôle dans le dévelop-
pement métastatique. Ce travail a fait l’objet d’une publication dans Cancer Research en
2011 et un chapitre de livre en 2010. Pour ce travail j’ai effectué l’analyse des données
transcriptome (avec la collaboration de Fabien Valet pour la partie survie) et l’écriture du
manuscrit. Les validations biologiques ont été effectuées au laboratoire de Simon Saule.
Je présenterai suite à ce travail les analyses de transcriptome qui ont été réalisés sur les
modèles cellulaires utilisés pour valider le rôle de cette phosphatase.
Je décrirai finalement les autres résultats obtenus sur l’analyse des transcriptomes
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des tumeurs primaires.
5.2 Résultats
5.2.1 Implication de la phosphatase PTP4A3 dans les mélanomes uvéaux
5.2.1.1 Une forte expression de PTP4A3 est corrélée avec le risque métastatique
chez les patients atteints de mélanome de la choroïde
PUBLICATION
« High PTP4A3 phosphatase expression correlates with metastatic risk in uveal
melanoma patients »
Laurent C, Valet F, Planque N, Silveri L, Maacha S, Anezo O, Hupé P, Plancher C, Reyes
C, Albaud B, Rapinat A, Gentien D, Couturier J, Sastre-Garau X, Desjardins L, Thiery JP,
Roman-Roman S, Asselain B, Barillot E, Piperno-Neumann S, Saule S. (2011) Cancer
Research. 71(3) :666-674
RÉSUMÉ EN FRANÇAIS
Un large pourcentage de patients atteints du mélanome de la choroïde développe des
métastases, principalement dans le foie.
Nous avons étudié les profils d’expression et de nombre de copie d’ADN issus de
puces à ADN pour identifier les gènes associés au développement métastatique dans
ce cancer agressif. Nous avons comparé 28 mélanomes uvéaux issus de patients ayant
développés des métastases dans les trois années qui ont suivi l’énucléation à 35 tumeurs
issues de patients sans métastases ou ayant développés des métastases après 36 mois.
La protéine PTP4A3 (protein tyrosine phosphatase type IV member 3), a été identifiée
comme prédicteur robuste de l’apparition de métastases.
Nous avons démontré que l’expression différentielle de ce gène, qui est localisé en
8q24.3, n’est pas seulement une conséquence de la sur-représentation du chromosome
8q.
La sur-expression de PTP4A3 dans des lignées cellulaire de mélanome uvéal (OCM-
1) augmente significativement la migration cellulaire et l’invasion in vivo, suggérant un
rôle direct de cette protéine dans le développement métastatique.
Notre travail suggère que PTP4A3 pourrait constituer une cible thérapeutique intéres-
sante pour traiter les mélanomes uvéaux métastatiques.
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High PTP4A3 Phosphatase Expression Correlates with
Metastatic Risk in Uveal Melanoma Patients
Cecile Laurent1,7,10,11,12,13, Fabien Valet1,2,7,13, Nathalie Planque1,8,10,11,12, Licia Silveri1,3,10,11,12,
Selma Maacha1,10,11,12, Oceane Anezo1,10,11,12, Philippe Hupe1,7,9,13, Corine Plancher1,2, Cecile Reyes1,3,
Benoit Albaud1,3, Audrey Rapinat1,3, David Gentien1,3, Jerôme Couturier1,4, Xavier Sastre-Garau1,4,
Laurence Desjardins1,5, Jean-Paul Thiery14, Sergio Roman-Roman1,3, Bernard Asselain1,2,7,13,
Emmanuel Barillot1,7,13, Sophie Piperno-Neumann1,6, and Simon Saule1,10,11,12
Abstract
A high percentage of uveal melanoma patients develop metastatic tumors predominantly in the liver. We
studied the molecular profiles derived from gene expression microarrays and comparative genomic hybridiza-
tion microarrays, to identify genes associated with metastasis in this aggressive cancer. We compared 28 uveal
melanomas from patients who developed liver metastases within three years of enucleation with 35 tumors from
patients without metastases or who developed metastases more than 3 years after enucleation. Protein tyrosine
phosphatase type IV A member 3 (PTP4A3/PRL3), was identified as a strong predictor of metastasis occurrence.
We demonstrated that the differential expression of this gene, which maps to 8q24.3, was not merely a
consequence of 8q chromosome overrepresentation. PTP4A3 overexpression in uveal melanoma cell lines
significantly increased cell migration and invasiveness in vivo, suggesting a direct role for this protein in
metastasis. Our findings suggest that PTP4A3 or its cellular substrates could constitute attractive therapeutic
targets to treat metastatic uveal melanomas. Cancer Res; 71(3); 666–74. 2010 AACR.
Introduction
Uveal melanoma is the most common intraocular cancer in
adults. Up to 50% of patients develop metastases within a
median of 36 months, with a median survival of 6 months after
metastasis (1). Several clinical and histopathological features
have been correlated with survival, including patient age
(>60), anterior location of the tumor, tumor cell histology,
largest diameter of the tumor, mitotic activity, and chromo-
some 3 monosomy. The most frequent chromosomal imbal-
ances in uveal melanoma are loss of chromosome 3 and gains
of 8q and 6p (2). Several gene expression profiling studies have
identified two molecular classes strongly associated with
metastatic risk (3–5). The application of one recently
described gene classifier (6) to our data set (Supplementary
Fig. 1) separates two classes, but 21% of metastasizing tumors
remain associated with the low-grade group (class 1), justify-
ing further analyses of gene expression to identify genes more
specifically associated with metastasis.
We present here an analysis of gene expression in 63
primary tumors. The genes differentially expressed between
meta1 (patients who developed metastasis within 3 years of
enucleation) and meta0 (late- or nonmetastasizing tumors)
tumors included a gene encoding protein tyrosine phospha-
tase type IV A member 3 (PTP4A3), which maps to 8q24.3.
High levels of expression of this gene are highly predictive of
metastasis. DNA copy number analysis has shown that 8q is
overrepresented in high-risk tumors (2). However, the expres-
sion profile of PTP4A3 differed considerably from that of the
neighboring genes in the genome, demonstrating that this
gene was not simply a passenger gene. We further investigated
the role of PTP4A3 in the development of tumormetastases, by
characterizing the migration and invasiveness of uveal mel-
anoma cell lines overexpressing this gene. Our results strongly
suggest that the prognosis marker PTP4A3 may play a causal
role in metastasis development in uveal melanoma tumors.
Materials and Methods
Tumor samples and clinical data
A series of 63 tumor samples obtained by enucleation
in untreated patients was provided by the Biological Resource
Centre of Institut Curie. The study was approved by the ethics
committee of Institut Curie and conformed to the Helsinki
Declaration. In line with French regulations, informed con-
sent was obtained from the patients concerned. Clinical,
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pathological, and molecular features of the tumors are pre-
sented in Supplementary Table 1.
We compared tumors displaying early and late or no
metastasis (the meta1 and meta0 groups, respectively), by
investigating patients with a minimum follow-up of 36
months, providing a subset of 57 cases. DNA copy number
data were available for 45 of these patients (2). The others
were assessed for chromosome 3 monosomy by FISH. Twenty-
eight of these 57 patients developed liver metastasis in the first
36 months after diagnosis (meta1 in our study), seven devel-
oped liver metastasis after 36 months and 22 had not devel-
oped liver metastasis at the time of analysis (noted meta0).
Expression microarray analysis
Labeled cRNA was produced from total RNA, and hybridi-
zation, scanning and image analysis were carried out as
recommended by the manufacturer of the microarray (Affy-
metrix), with a two-round amplification protocol. Specimens
were analyzed on GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0
microarrays (Affymetrix). We used GeneChip Operating Soft-
ware and the MAS 5.0 algorithm (Affymetrix) to control raw
microarray data for the quality of hybridization and synthesis.
Analysis of gene expression data
The data set, corresponding to 63 uveal melanoma primary
tumors, is available from the GEO database (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/), under accession number GSE22138. These
data were analyzed with R software (version 2.9.0) and Bio-
conductor (release 2.4, refs. 7 and 8). Gene expression values
for 63 uveal melanoma primary tumors were normalized with
the GC-Robust Multi-array Average (GC-RMA) algorithm (9)
and filtered, to remove probe sets with expression levels below
3.5 (log2 scale) in all samples.
Survival analysis on 63 patients
Univariate Cox models were first applied, to identify clinical
variables (from Supplementary Table 1) significantly asso-
ciated with the endpoint (metastasis-free survival). We then
carried out stepwise multivariate Cox model analysis to
identify, among these selected variables, a group of clinical
variables significantly associated with the endpoint. Univari-
ate and multivariate selections were based onWald tests, with
statistical significance fixed at 5%. The final multivariate
model is referred to as the clinical model.
For additional filtering, we discarded half the probe sets
displaying low levels of variability in expression levels: probe
setswith interquartile range values (differencebetween the third
and the first quartile) below the median value were removed.
We then used univariate Cox models to detect probes signi-
ficantly associatedwith the endpoint.We carried outWald tests,
with correction of the P values obtained as described by Benja-
mini and Hochberg, to account for multiple testing (10).
We investigated whether PTP4A3 could be used to predict
metastasis-free survival, by considering PTP4A3 as a binary
variable and distinguishing between patients with low and high
levels of expression of this gene. We used the median level of
expression as a threshold. The contribution of this binary vari-
able to endpoint prediction was assessed with Wald tests in (i)
the univariate Cox model and (ii) the multivariate Cox model
adjusted for clinical parameters. Thesemodels are referred to as
the genomic, and clinical and genomic models, respectively.
The predicted scores (fitted values) from these two models
were used to identify groups of patients with significantly
different prognoses. For the clinical and genomic models, we
propose the use of the first and third quartiles to distinguish
between patients with good, intermediate, and poor prog-
noses. For the genomic model, we propose the use of the
median score threshold to distinguish between patients with
good and poor prognoses. The median threshold for the
genomic model was also validated on an external data set
of 21 primary tumors (3). A log-rank test was used to compare
the prognoses of the various groups defined by the models.
Gene expression analysis on the 57 primary tumors
We carried out a principal component analysis (PCA) on the
tumor samples, based on the 12 discriminatory genes pre-
viously described (6). Because of differences between the
platforms used, the mean value of the probe sets for the 12
published genes was used for the PCA.
Genes differentially expressed between the 29meta0 and the
28meta1 tumors were identified by the significance analysis of
microarrays (SAM) method (11). The analysis parameter delta
was fixed so as to give a false discovery rate (FDR) 5%.
Genome-transcriptome correlation analysis (GTCA) was per-
formed, by Pearson's correlation method, on 45 tumors for
which both DNA copy number and RNA transcriptome infor-
mation were available. We evaluated the correlation between
the expression levels of neighboring genes along the genome,
with the Transcriptome Correlation Map (TCM) method pro-
posed by Reyal et al. (12). The correlation was calculated with a
moving window of 20 genes around each gene.
Generation of OCM-1 cells stably producing EGFP-
PTP4A3
Human OCM-1 uveal melanoma cells were obtained in 2003
from Dr. Frederic Mouriaux, (from ref. 13). These cells were
analyzed for this study on GeneChip Human Genome U133
Plus 2.0 and Human Exon 1.0 ST Arrays (Affymetrix) and
expressed MITF and the pigmentation genes. They were
transfected with pEGFPc1 (Clontech) plasmids encoding
the wild-type form of PTP4A3, the catalytic mutant C104S
(both kindly provided by Prof. Qi Zeng, IMCB Institute,
Singapore) or EGFP as a control. Transformants were selected
on G418 for 12 days. EGFP-PTP4A3 production was checked
by Western blot analysis with the anti-PTP4A3 serum ab26947
(Abcam). The pVNC7 expression vector, encoding the native
PTP4A3 and constructed by insertion of the EcoRI/BamH1
ORF fragment, was also used to transfect OCM-1 cells (Fig. 3A,
OCM-1-VNC7-PTP4A3).
Time-lapse video microscopy
We dispensed 50,000 cells into the wells of six-well plates
coated with 50 mg/mL collagen type I (BD Biosciences). Cell
migration was monitored by time-lapse video microscopy
under bright white light and UV light, with an inverted phase
contrast microscope (Leica DM IRB) equipped with an
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incubation chamber (37C, humidified atmosphere containing
5% CO2), an x–y–z stage controller and a charge-coupled
device (CCD) CoolSnap camera (Photometrics). Images were
acquired at 4-minute intervals over a 12 hours time period,
with the Metamorph software (Molecular Devices). Movies
were reconstructed with a plug-in for ImageJ software (http://
rsbweb.nih.gov/ij/) developed by F. Cordeliere at Institut
Curie (Orsay, France). Cells were tracked manually and para-
meters were calculated with another plug-in also developed by
F. Cordeliere.
Immunostaining and immunohistochemistry
For the staining of focal adhesions, cells were fixed by
incubation for 20 minutes at room temperature in 4% paraf-
ormaldehyde and labeled with antibodies against p-FAK (Tyr
397)-R (Santa Cruz Biotechnology) at a dilution 1/500.
Sections (3 mm) were prepared from paraffin-embedded
samples and processed for immunohistochemistry by an
automated procedure. A polyclonal rabbit antibody, PTP4A3
(P0498 Sigma), was used at a dilution of 1:150. Samples were
counterstained with hematoxylin after immunostaining.
Chick embryo metastasis assay
Fertilized chick eggs (EARL Morizeau) were incubated at
38C, 80% humidity, for 8 days. We then inoculated the chor-
ioallantoid membrane (CAM) with 0.25  106 OCM-1-EGFP-
PTP4A3, OCM-1-EGFP-PTP4A3(C104S), or OCM-1-EGFP cul-
tured melanoma cells, which were allowed to disseminate
during incubation for a further 8 days. The cell lines were
introduced in 50 mL of inoculum introduced through a small
window in the shell above the CAM generated after the creation
of an air pocket between the shell membrane and the CAM.
We assessed the intravasation of melanoma cells from the
CAM into the circulation, by the quantitative detection of
human alu sequences in chick tissue extracts (14). A phenol–
chloroform-based protocol was used to extract genomic DNA
from dissected femurs treated with SDS, proteinase K and
RNaseA. The presence of human alu repeats in the chick tissue
was assessed by real-time PCR, with primers specific for
human alu sequences (sense: 50 CACCTGTAATCCCAG-
CACTTT 30, antisense: 50 CCCAGGCTGGAGTGCAGT 30, ref.
15), 200 ng of genomic DNA, 3 mM MgCl2, 0.6 mM of each
primer, 200 mM dNTPs, 0.625 units of iTaq DNA polymerase
(Biorad) and a 1:200 dilution of SYBR Green I dye (iQ SYBR
Green Supermix, Biorad). Each PCR was performed in a final
volume of 25 mL, with the iCycler iQ (Biorad), under the
following conditions: 95C for 3 minutes, followed by 30 cycles
of 95C for 30 s, 65C for 30 s and 72C for 30 s.
Amplifiable chick DNA was quantified by amplifying the
GAPDH gene with the chGAPDH primers (sense: 50 GAG-
GAAAGGTCGCCTGGTGGATCG 30, antisense: 5’ GGTGAG-
GACAAGCAGTGAGGAACG 30; ref. 14) under the same PCR
conditions described for alu.
The number of melanoma cells present in each chick femur
was estimated by generating a standard curve from a serial
dilution of cells. The number of cells present in the femur was
then determined by interpolation from the standard curve, for
alu signals from experimental samples. Data were processed
and statistical analysis was carried out with StatView (SAS
Institute Inc.) and Microsoft Excel (Microsoft Corporation).
Results
Survival analysis on the 63 patients
Univariate Cox analysis highlighted significant associations
between the endpoint (metastasis-free survival) and monos-
omy 3 (P ¼ 0.001), retinal detachment (P ¼ 0.014), and
epithelioid versus nonepithelioid tumors (P ¼ 0.027). In the
multivariate Cox clinical model, only monosomy 3 (P ¼ 0.001)
and retinal detachment (P ¼ 0.023) were found to be sig-
nificantly associated with metastasis-free survival (Table 1).
Filtering based on expression values below 3.5 and the
removal of half the probe sets (those with the smallest inter-
quartile range), resulted in 37,389 of the initial 54,675 probe sets
being discarded. We identified 514 of the remaining 17,286
probe sets as significantly associated with metastasis-free
survival. PTP4A3 was found to be the probe related to metas-
tasis-free survival with the lowest P value (corrected P¼ 0.003).
Table 1. Summary of survival analysis
Variables Clinical model Genomic model Clinical and genomic model
RR [95% CI] P RR [95% CI] P RR [95% CI] P
Monosomy 3
No 1 1
Yes 5.93 [2.02 – 17.46] 0.001 3.18 [0.96 – 10.53] 0.058
Retinal detachment
No 1 1
Yes 2.74 [1.15 – 6.55] 0.023 2.25 [0.94 – 5.42] 0.069
PTP4A3
< Median (7) 1 1
 Median (7) 4.39 [2.09 – 9.22] <0.001 3.33 [1.29 – 8.58] 0.013
Abbreviation: RR, relative risk.
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Figure 1. Kaplan–Meier analysis and PTP4A3 levels. A–C, Kaplan–Meier plots of metastasis-free survival. A, identification of groups of patients
with different prognoses based on the score predicted by the clinical–genomic model (monosomy 3, retinal detachment, and PTP4A4 as a binary
variable). B, identification of two groups of patients with different prognoses based on the predicted score from the genomic model (PTP4A4 as a
binary variable). C, validation of the median as a threshold in the genomic model for the identification of two different groups, for an external data
set (21 primary tumors) (3). D, PTP4A3-ordered expression level (log2) on 63 primary tumors. Black points, metastatic tumors. White points, nonmetastatic
tumors. Gray points, tumors metastasizing late (after 36 months, considered meta0 in our analysis). Crossed points, tumors with less than
36 months of follow-up. The heatmap below shows known chromosome alterations. L3, loss of chromosome 3; G8q, gain of the 8q region, and G6p,
gain of the 6p region. Green, no alteration. Red, alteration. Blue, partial alteration. White, not available data about chromosomal alterations in these
tumors.
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PTP4A3 treated as a binary variable (median expression level,
equal to 7, used as a threshold)was also strongly associatedwith
metastasis-free survival (P < 0.001) and remained significant
when the multivariate Cox model was adjusted for the para-
meters of the clinical model (P ¼ 0.013, Table 1).
The scores provided by the clinical and genomic models
made it possible to define three significantly different groups
with a "good," "intermediate," and "poor" prognosis (Fig. 1A) of
developing metastases (log-rank test, P ¼ 1.9  106). As
shown in Figure 1B, the scores provided by the genomic model
(with only PTP4A3 as a binary variable) identified two groups
of patients with significantly different risks of metastasis
development (log-rank test, P ¼ 2.2  105). Similar signifi-
cant results were obtained with an external data set (ref. 3;
Fig. 1C; log-rank test, P ¼ 6.7  105).
Differential expression of PTP4A3 is not linked to the
overrepresentation of chromosome 8
An analysis of differential expression between 29meta0 and
28 meta1 tumors identified 983 probe sets as differentially
A
D
B C
Figure 2. PTP4A3 is not a chromosome 8 passenger gene. A–C, boxplots representing the distribution of log2 expression values (A, C) or log-ratio
DNA copy number for PTP4A3 (B). P values were obtained for a Wilcoxon rank-sum test. A, tumors with 8q region overrepresentation (N ¼ 32, meta0 ¼ 15,
meta1 ¼ 17). B and C, tumors displaying homogeneous overrepresentation of 8q (N ¼ 15, meta0 ¼ 5, meta1 ¼ 10). ***, P < 103, **, P < 5 x 102. D,
transcriptome correlation map for tumors with 8q region overrepresentation (N ¼ 32). The TC score indicates the significance of the correlation
between the expression of a given gene and that of its neighbors (20 neighbors in this case).
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expressed, with an FDR of 5%. PTP4A3 was one of the most
strongly differentially expressed genes (P < 105).
PTP4A3 is located in 8q24.3, a region significantly over-
represented in metastatic tumors (2). High levels of PTP4A3
mRNA may therefore simply be a consequence of chromo-
some overrepresentation. However, not all uveal melanomas
with 8q overrepresentation overexpress this gene (Fig. 1D).
We therefore investigated a subgroup of 32 tumors with 8q
overrepresentation and looked for significant differences in
PTP4A3 RNA levels between meta0 and meta1 tumors in this
subgroup (Fig. 2A). PTP4A3 was significantly more strongly
expressed in the meta1 group (P < 0.01), but PTP4A3 gene
copy number level varied in these tumors. We performed the
same analysis on a subgroup of 15 tumors (5 meta0,
10 meta1) with identical DNA copy numbers for this gene
(P ¼ 0.86, Fig. 2B). PTP4A3 was again found to be signifi-
cantly more strongly expressed in meta1 than in meta0
tumors in this subgroup (P ¼ 0.028, Fig. 2C). Thus, PTP4A3
overexpression is not simply a consequence of chromosome
overrepresentation.
We investigated whether PTP4A3 was coexpressed with
other genes from the 8q region by studying the correlation
between the expression of PTP4A3 expression and that of its
nearest neighbors in the same orientation (similar results
were obtained without this selection of DNA orientation).
TCM analysis (12) showed that the expression of PTP4A3 was
not correlated with that of its neighbors (Fig. 2D). Indeed,
PTP4A3 was the only gene in this region differentially
expressed between meta0 and meta1 tumors at the chosen
level of significance (data not shown). Thus, the overexpres-
sion of PTP4A3 in meta1 tumors cannot be accounted for by
PTP4A3 acting as an 8q passenger gene.
As chromosome 6p overrepresentation is associated with a
lower risk of metastasis development (in our 45 tumors, P ¼
0.0078) and of cutaneous melanoma (16), we separated tumors
displaying chromosome 8q overrepresentation (N ¼ 32) from
those with a normal chromosome 6 (N¼ 14) and those with an
overrepresented 6p (N ¼ 18). In the subgroup of tumors with
6p overrepresentation, PTP4A3 expression levels were signifi-
cantly lower (P ¼ 0.01) than in tumors bearing normal
amounts of 6p. In tumors in which both 6p and 8q were
overrepresented, PTP4A3 expression level was not a significant
marker of meta1 tumors (N ¼ 18, with meta0 ¼ 12 and meta1
¼ 6; P ¼ 0.1). This suggests that the protective effect of
chromosome 6p overrepresentation against melanomametas-
tasis may be in part linked to a reduced PTP4A3 RNA level.
PTP4A3 is overexpressed in meta1 tumors
We investigated whether protein levels were correlated with
mRNA levels for PTP4A3 in uveal melanoma tumors, we
performed immunodetection of this protein in sections from
meta0 and meta1 tumors. A Western blot analysis of OCM-1
cells displaying PTP4A3 upregulation was carried out, to
validate the antibody against PTP4A3 used for immunohis-
tochemistry. OCM-1 cells were transiently transfected to over-
express PTP4A3. We then subjected 20 mg of cell lysate/lane
to SDS-PAGE andWestern blotting with the PTP4A3 antibody.
A specific band of about 22 kDa was detected in OCM-1 cells
overexpressing PTP4A3 (Fig. 3A). Under the experimental
conditions used, endogenous PTP4A3 protein levels in
OCM-1 cells were below the detection limit. We then used
tumor cell lysates obtained from mouse xenografts (17) with
high (MM074) or low (MP047) PTP4A3 RNA levels, as deter-
mined by RT-qPCR (data not shown and Fig. 3A). Sections of
these tumors were used to set up the immunodetection
conditions. The results obtained with human tumor sections
A
B
Figure 3. Immunodetection of PTP4A3. A, Western blot analysis of the
specificity of the anti-PTP4A3 antibody. A specific band of about
22 kDa was detected in OCM-1 cell lines overproducing PTP4A3. An
identical specific band, the intensity of which was correlated with
the RNA level obtained by RT-qPCR (data not shown), was
observed in tumor extracts of mouse xenografts (MM074, MP047).
B, immunohistochemistry: examples of meta0 and meta1 primary
tumors with weak (meta0 tumors, a–e) and strong PTP4A3
immunostaining (meta1 tumors, 1–5), respectively (original
magnification  200). Positive staining appears in red and nuclei
were counterstained with hematoxylin.
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are shown in Figure 3B, positive staining appears in red and
nuclei were counterstained with hematoxylin. Left column,
PTP4A3 negative meta0 tumors (e.g., in panel a PTP4A3 log2
expression: 4.67) and right column PTP4A3 positive meta1
tumors (e.g., in panel 1, PTP4A3 log2 expression: 10.41).
PTP4A3 overexpression increases migration in uveal
melanoma cells
PTP4A3 is known to promote cell migration and invasion
in several types of cancer cell in vitro and in vivo (18–22).
OCM-1 uveal melanoma cell lines stably producing wild-type
PTP4A3 or the catalytic mutant C104S (ref. 19, Fig. 4A) were
established. As PTP4A3 has been reported to interact with
integrin a1 and to regulate integrin b1 phosphorylation (23),
we performed random migration assays, in which migration
on collagen I matrix was compared with that on uncoated
tissue culture dishes. Time-lapse video microscopy experi-
ments revealed that OCM-1 cells producing the wild-type
PTP4A3 migrated faster, paused for shorter periods and
traveled further on collagen I matrix than did cells pro-
ducing the mutant protein or EGFP alone (Fig. 4B and videos
1–3 in Supplementary data). OCM-1 cells producing the
wild-type PTP4A3 had a significantly larger number of focal
adhesions covering a significantly smaller surface area than
cells producing the mutant form of the phosphatase
(Fig. 4C).
PTP4A3 overproduction increases the invasiveness of
uveal melanoma cell lines
The chick embryo can be used as a naturally immuno-
deficient host capable of sustaining graft tissues and cells
without species-specific restrictions. The use of these embryos
makes it possible to carry out a comprehensive analysis
of the dissemination of cancer cells, including tumor cell
A
B
C
Figure 4. Involvement of PTP4A3
in uveal melanoma cell migration.
A, establishment of OCM-1 cell
lines producing EGFP-PTP4A3,
EGFP-PTP4A3(C104S), or EGFP.
Western blot analysis of cell
lysates. B, the overproduction of
PTP4A3 promotes the migration
of human uveal melanoma cells on
collagen I matrix. Migratory
characteristics were assessed by
determining four parameters.
Histograms indicate the mean
values of two independent
experiments, performed in
duplicate. Number of tracked
cells: OCM-1-EGFP-PTP4A3 ¼
51, OCM-1-PTP4A3(C104S)¼ 39,
and OCM-1-EGFP ¼ 46. Error
bars show the coefficient of
variation; ***, P < 1.2  105.
Similar results were obtained with
two other independent clones for
each construct (not shown). C,
histograms showed the number
(left) and the surface area (right) of
phospho-PTK2–labeled focal
adhesions in the cells described in
Figure 4A. Images of
representative phospho-PTK2
staining for focal adhesions are
presented for the cells indicated.
Protein distribution was
determined by three-dimensional
fluorescence microscopy on fixed
cells. Two cells were included.
Bar, 10 mm.
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intravasation in a model of spontaneous metastasis (24).
Uveal melanoma OCM-1 cell lines producing EGFP-PTP4A3,
EGFP-PTP4A3(C104S), or EGFP were grafted in ovo. One week
after inoculation, femurs were dissected and DNA extracted
for qPCR experiments with human alu-specific oligonucleo-
tides. High levels of colonization occurred only in OCM-1 cells
expressing PTP4A3 (Fig. 5).
Discussion
Our study showed that a new predictive gene, PTP4A3, is
differentially expressed between meta0 and meta1 primary
tumors and strongly associated with the occurrence of
metastasis in uveal melanoma. PTP4A3 is located on 8q,
but its overexpression in meta1 tumors was not due to 8q
overrepresentation. Moreover, PTP4A3 was no longer linked
to metastasis risk in the presence of chromosome 6p gain,
potentially accounting for the protective effect of 6p over-
representation. Our analysis was carried out on large tumors
only, as only such tumors are obtained by enucleation. Our
findings may not, therefore, be applicable to all uveal mel-
anomas and tumors with chromosome 3 monosomy were
probably overrepresented in our sample. The role of PTP4A3
in smaller tumors remains to be studied. The immunodetec-
tion of PTP4A3 in tumor sections demonstrated a positive
correlation between RNA and protein levels. Recently,
PCBP1 a RNA-binding protein has been demonstrated as
able to suppress the translation of PTP4A3 (25). Because few
meta0 tumors expressed high levels of PTP4A3 mRNA
(Fig. 1D), a correlation between PTP4A3 and PCBP1 immu-
nostaining and metastasis occurrence remains to be per-
formed with a large sample of tumors.
Uveal melanoma cell lines overexpressing PTP4A3
migrate faster, spend less time pausing and travel further
than cells producing the C104S phosphatase mutant. They
also have a larger number of focal adhesions covering a
smaller surface area, as shown by phospho-PTK2 staining.
The formation and remodeling of focal contacts is a
dynamic process regulated by protein tyrosine kinases
and small GTPases of the Rho family (26) and modulated
by PTP4A3. In our transcriptome analysis, PTK2 expression
was found to be correlated with PTP4A3 RNA level (R ¼
0.71, P < 0.001). Invasion assays with other cancer cells
indicated that PTP4A3 was involved in the invasion of these
cells in vivo (18, 22, 27). In the CAM assay, uveal melanoma
cell lines producing PTP4A3 were invasive and found in the
femur of injected embryos, whereas those producing the
mutant phosphatase were not. Thus, in addition to increas-
ing cell migration, PTP4A3 may be involved in the regula-
tion of protease-encoding genes. PTP4A3 expression was
correlated with the expression of proteases (ADAM10,
ADAM23, CAPN2, IDE, HTRA1) in our sample tumors, and
inversely correlated with TIMP3 protease inhibitor levels (R
¼ 0.57, P < 0.001). MMPs and TIMPs are positive and
negative regulators, respectively, of tissue remodeling and
tumor progression (28). A direct role for PTP4A3 in the
regulation of protease-encoding genes is suggested by the
observation that ADAM23 is significantly more strongly
expressed in OCM-1 cells expressing EGFP-PTP4A3 than
in OCM-1-EGFP-PTP4A3(C104S), or OCM-1-EGFP cells
(unpublished data).
Our results indicate that PTP4A3may bemore than a simple
marker of prognosis in terms of metastasis. Instead, it may
play a causal role in the development of metastases in uveal
melanoma. PTP4A3 is therefore a good candidate target for
treatment strategies.
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Figure 5. Involvement of PTP4A3 in uveal melanoma cell invasiveness.
Quantitative analysis of invasiveness in the chick embryo, using OCM-1
clones producing EGFP-PTP4A3, EGFP- PTP4A3(C104S), or EGFP. Eight
days after 0.25  106 cells were used to inoculate the CAM of 8-day-old
embryos, femurs were isolated. The DNA extracted (200 ng) was subjected
to quantitative real-time PCRwith human alu and chickenGAPDH primers.
The number of cells present was calculated from the standard curve.
Similar data were obtained in two independent experiments. Number of
inoculated embryos: OCM-1-EGFP-PTP4A3 ¼ 5, OCM-1-EGFP-PTP4A3
(C104S) ¼ 8, and OCM-1-EGFP ¼ 3. Errors bars indicate the coefficient of
variation; **P ¼ 0.01.
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Supplementary Table 1. Description of primary tumors (N=63) 
Variables Description Count 
Gender Male 
Female 
39 (62%) 
24 (38%) 
Age at diagnosis (years) 
 
Mean (range) 
<= 60 
> 60 
28 (44%) 
35 (56%) 
61 (28 - 85) 
Eye 
 
Right 
Left 
30 (48%) 
33 (52%) 
Tumor Location 
 
Anterior to equator 
On equator 
Posterior to equator 
Posterior and on equator 
All over the eye 
NA 
3 (5%) 
42 (67%) 
9 (14%) 
3 (5%) 
1 (1%) 
5 (8%) 
Primary tumor thickness (mm) 
 
mean (range) 
>= 8 
< 8 
60 (95%) 
3 (5%) 
11.7 (6 - 17) 
Tumor largest diameter (mm) 
 
 
mean (range) 
>= 15 
< 15 
NA 
26 (41%) 
26 (41%) 
11 (18%) 
13.8 (1-22) 
Retinal Detachment Yes 
No 
NA 
36 (57%) 
22 (35%) 
5 (8%) 
Histopathologic cell type Epithelioid 
Spindle 
Mixte 
NA 
21 (33%) 
23 (37%) 
17 (27% 
2 (3%) 
Monosomy 3 Yes 
No 
Partial alteration 
NA 
32 (51%) 
18 (29%) 
5 (8%) 
8 (12%) 
Extrascleral extension Yes 
No 
NA 
5 (8%) 
48 (76%) 
10 (16%) 
Metastasis Yes 
No 
35 (56%) 
28 (44%) 
Months from diagnosis to metastasis,  
mean (range) 
 48.8 (8 - 121) 
Primary tumors with at least 36 months 
follow-up 
 57 (90%) 
Metastases <= 36 months 
> 36 months  
no metastases 
28 (49%) 
7 (12%) 
22 (39%) 
 
5.2. RÉSULTATS
5.2.1.2 PTP4A3, une molécule dérégulée dans les mélanomes uvéaux métasta-
tiques
PUBLICATION
« PTP4A3, a signal molecule deregulated in uveal melanoma metastasis »
Laurent C, Couturier J, Sastre-Garau X, Desjardins L, Barillot E, Piperno-Neumann S,
Saule S. (2010) Wen-Sheng Wu and Chi-Tan Hu (Eds) Signal Transduction in Cancer
Metastasis Chapter 13 pp :255-265. ISBN 978-90-481-9521-3
RÉSUMÉ EN FRANÇAIS
Malgré les améliorations dans les protocoles thérapeutiques, plus de 50% des pa-
tients présentant un mélanome de la choroïde décèdent de métastases localisées dans
le foie. Après le diagnostique de métastases, le temps médian de survie est de six mois
et aucun traitement adjuvant efficace est disponible à ce stade de la maladie.
L’analyse de données transcriptome associée à des données de génome a été réali-
sée sur ce mélanome particulier dans le but d’identifier un ensemble de gènes associés
au développement métastatique pouvant être utilisé comme cible dans des traitements
spécifiques.
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Chapter 13
PTP4A3, a Signal Molecule Deregulated
in Uveal Melanoma Metastasis
Cécile Laurent, Jérôme Couturier, Xavier Sastre-Garau,
Laurence Desjardins, Emmanuel Barillot, Sophie Piperno-Neumann,
and Simon Saule
Abstract Despite improvements in primary treatment protocols, more than 50%
of the patients with uveal melanoma die of late-occurring metastases located in the
liver. After diagnosis of metastases the average life expectancy is 6 months and no
effective treatment is available at this stage of the disease. Transcriptome analy-
sis linked to comparative genomic hybridization have been used for this particular
melanoma to identify a set of genes linked to metastasis that may represent valuable
future targets for specific treatments.
Keywords Uveal melanoma · Comparative genomic hybridization · PTP4A3 ·
Metastasis
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13.1 Introduction
The choroid is a layer of highly vascularised tissue surrounding the inner side of
the ocular globe. Choroidal blood nourishes the retinal pigment epithelium and
the photoreceptors on the outer layer of the retina. The choroid develops from two
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embryonic tissues, the mesoderm and cranial neural crest cells. The endothelial cells
of choroidal blood vessels are derived from the mesoderm, whereas cells including
stromal cells, melanocytes and pericytes are derived from neural crest [1]. Uveal
melanoma is supposed to occurs from uveal melanocytes (located in the iris, ciliary
body and choroid) and is the most common intraocular malignancy in adults. Uveal
melanoma represent about 4–5% of all melanomas. The incidence of the uveal
melanoma increases with age reaching a maximum between the 6th and 7th decade
of life.
Despite the common embryonic origin of their precursor neural-crest cells, clear
differences were found between the clinical outcome and molecular biology of
uveal and cutaneous melanomas. Neural crest originating from the trunk neural tube
providing melanocytes of the skin behaves differently from neural crest providing
choroidal melanocytes and originating from the most anterior part of the neural tube
[2]. Delamination, transcription factor repertoire and cellular environment are dif-
ferent between anterior and trunk melanocytes. For example, choroidal melanocytes
are not expected to transfer their melanosomes to surrounding keratinocytes, a well
described function for skin melanocytes [3]. The etiological factors involved in the
process of malignant transformation of uveal melanocytes are poorly understood.
This is partly because of a lack of significant association with systemic syndromes,
the absence of familial involvement in most cases, and the doubtful role of environ-
mental factors such as exposure to sunlight in the emergence of uveal melanoma [4].
A number of clinical and histopathological features have been correlated with sur-
vival. These include patient age (>60), tumour anterior margin location, tumour cell
type, tumour greatest diameter, mitotic activity, vascular loops or extraocular exten-
sion, and monosomy of chromosome 3. To date, comparative global gene analysis
of melanoma have revealed that aggressive tumor cells express genes associated
with multiple cellular phenotypes [5, 6]. These findings support the hypothesis that
aggressive melanoma cells adopt a multipotent plastic phenotype. One example of
melanoma cell plasticity is vasculogenic mimicry, with aggressive melanoma cells
expressing endothelial associated genes and forming extracellular matrix (ECM)
rich vasculogenic-like network [7, 8].
The management of uveal melanomas (Fig. 13.1) has greatly evolved, moving
towards more focused and conservative treatments (such as observation, photo-
coagulation, thermotherapy, radiotherapy). However, unlike the improved survival
rates for the numerous cancers in which early detection and management have
made advances, the survival rate for uveal melanoma has not increased signifi-
cantly in the last 20 years [9]. According to recent literature, there is no significant
difference in survival between patients treated with enucleation and those treated
with conservative methods [10]. To date, no adjuvant therapy has proven effi-
cacy in terms of disease-free and overall survival, following the local treatment
of ocular melanoma. A randomized study of adjuvant chemotherapy versus sim-
ple follow-up showed no difference in terms of 5 year overall survival rate in 348
patients [11].
The metastatic pattern for uveal melanoma differs from that of skin melanoma.
Although at diagnosis over 95% of patients have disease limited to the eye, about
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Fig. 13.1 Representation of the eye. (a) Anatomy of the eye, with tissues containing melanocytes
underlined. (b) Uveal melanoma resultings on retinal detachment
50% will develop metastases after a median time of 3 years, and will ultimately
die of their disease [11]. Once the disease becomes metastatic, median survival
ranges from 2 to 6 months [12], and only 15% of the patients survive more than
1 year. Surgical resection of metastases is feasible only if occurring in limited
areas. In retrospective studies, conventional chemotherapy, including dacarbazine
(Deticen R©), cisplatinum or nitroso-urea derivatives, gave response rates of less than
10% [12].
Genetic differences may explain the various types of melanomas and their differ-
ent features. Multivariate analyses of genomic imbalances, showed that cutaneous
and uveal melanomas harboured different copy number changes [13]. The most fre-
quently detected imbalances in cutaneous melanomas are loss of 9p (63%) and loss
of 10 (41%) whereas in uveal melanoma they are loss of 3 (50%) and gain of 8q
(50%). With the advent of high resolution genome-wide techniques of genomic and
expression profiling, it is now possible to study tumors on a systematic basis, that
may improve the characterization of high risk tumors. Recently, using gene expres-
sion profiling, two distinct molecular classes strongly associated with metastatic risk
could be identified [14, 15]. We compared the frequencies of imbalances between
38 metastatic monosomic 3 primary tumors and 17 non-metastatic ones. Metastastic
tumors predominantly show a gain of the entire 8q, most of them having proximal 8q
breakpoints (84%) and a loss of 8p (47%). In non-metastatic tumors, the frequency
of 8q gain decreases from 80% at the telomere region to 50% near the centromere,
and loss of 8p is rare (12%). A second change concerns chromosome 16, metastatic
tumors showing frequent losses of 16q (58%), which are not significantly observed
in the non-metastatic ones (18%). Loss of 1p, frequent in the tumours (50%) was
not retained in the classifier. Finally, gain of 6p is more frequently noticed in non-
metastatic tumours (41%) than in metastastatic ones (21%). Except gain of 6p,
all others chromosomal alterations were significantly accumulated by metastatic
tumors over non metastatic ones [16].
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13.2 How to Identify Metastasis Inducing Genes?
Identifying a metastasis inducing gene requires an integrative approach to obtain
a global analysis of genomic, transcriptomic, miRNA alterations and of proteins
phosphorylations, and to find convergent differences between tumors from patients
who did not metastasize (called meta0 in our analysis) and those having lead to mes-
tastases (called meta1 in our analysis). One of the advantages of uveal melanoma
is the great homogeneity of the tumors, in which only two classes have yet been
recognized [14, 15, 17], and therefore we may expect clear-cut differences between
samples. Genes that discriminate class 1 (low-risk) from class 2 (high-risk) include
highly significant clusters of down-regulated genes on chromosome 3 and up-
regulated genes on chromosome 8q, which is consistent with previous cytogenetic
studies [14, 16]. A study of Chang et al. [6] reported that Class 2 gene expres-
sion signature was the most accurate predictor of metastasis and the biomarkers
most strongly associated with the class 2 signature included epithelioid cell type,
beta-catenin, E-cadherin, and hypoxia-inducible factor 1a. Gene Set Enrichment
Analysis showed a significant association between genes expressed in class 2 tumors
and those expressed in primitive ectodermal and neural stem cells. Class 2 tumors
exhibited epithelial features, such as polygonal cell morphology, up-regulation
of the epithelial adhesion molecule E-cadherin, colocalization of E-cadherin and
beta-catenin to the plasma membrane, and formation of cell-cell adhesions and aci-
nar structures. One of the top class-discriminating genes was the helix-loop-helix
inhibitor Id2, which was strongly down-regulated in class 2 tumors. The class 2 phe-
notype could be recapitulated by eliminating Id2 in cultured class 1 human uveal
melanoma cells and in a mouse ocular melanoma model. Id2 seemed to suppress
the epithelial-like class 2 phenotype by inhibiting an activator of the E-cadherin
promoter. Consequently, Id2 loss triggered up-regulation of E-cadherin, which in
turn promoted anchorage-independent cell growth [8]. This suggests the presence
of cancer cells with a primitive neural/ectodermal stem cell-like phenotype that may
be responsible for metastasis in these highly aggressive tumors.
Mutations in the map-kinase pathway (Ras, Raf) have been described as an
early event occurring in skin melanomas [18]. Mutations in these genes have not
been reported in uveal melanomas, excepted for few cell lines grown in vitro [19].
However, mutations in GNAQ (Guanine nucleotide-binding protein alpha subunit, Q
polypeptide) have recently been reported in 49% of uveal melanomas [20], but with-
out link with a metastatic behaviour of the primary tumours, and was the only coding
sequence analysed found mutated. This suggested that mutations in the coding
sequence are not the preferred way to contribute to uveal melanoma metastasis.
13.3 Overexpression of PTP4A3 in Class 2 Uveal
Melanoma Cells
Another approach to identify genes involved in the metastatic process is to use a bio-
statistical approach (using a multivariate Cox model) to define the genetic prognosis
parameters. The result is compared to the clinical patient data and the transcriptome
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and CGH data, in order to estimate the adding value of genetic prognosis factors to
clinical and genomic variables. From preliminary results we have already obtained
a set of genes involved in cell migration differentially expressed between primary
uveal tumors that have, or not, metastasized. These genes included the PTP4A3
phosphatase (Fig. 13.2a). PTP4A3 is located on 8q24.3, but over-expression of this
gene is not merely the consequence of chromosome amplification (Fig. 13.2b). If we
compare the expression level of PTP4A3 in tumors also bearing chromosome 6p in
addition to the 8q24 amplification, PTP4A3 is no longer differentially expressed
between meta0 and meta1 and its level of expression is rather low (Fig. 13.2b)
suggesting that amplification of 6p act negatively on PTP4A3 expression.
Clinical correlation, ectopic expression and transient suppression studies in gen-
eral, all support a functional role for PTP4A3 in cancer cell invasion and metastasis.
Gene expression profiles compared in colon cancers that had metastasized to the
liver with those in primary tumors and normal colon cells [21] showed that PTP4A3
was over expressed and this over-expression is also observed within other types
of cancer [22]. Furthermore, down modulation of PTP4A3 in an in vivo mouse
cutaneous model of melanoma was able to reduce metastases development [23].
Therefore, this gene seems to be a good new target in human solid tumors to prevent
metastatic development [24].
Fig. 13.2 Intensity mRNA expression level (log2 values) of PTP4A3 gene (Affymetrix U133plus2
arrays). (a) PTP4A3 ordered mRNA expression intensity of 55 samples. PTP4A3 is over-expressed
on metastasizing tumors (black points). These tumors are principally altered on chromosome 3
(loss) and chromosome 8q (gain) (red alterations). (b) PTP4A3 ordered mRNA expression inten-
sity of 30 samples. On the subgroup of uveal melanomas tumors altered on chromosome 8q,
PTP4A3 is still over-expressed on metastasizing tumors. Thus, this over-expressed is not only a
consequence of an amplification of 8q region. Less aggressive tumors seems to be protected by 6p
region amplification
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13.4 The Role of PTP4A3 in Signal Transduction Mediating
Tumor Metastasis
Previously, PTP4A3 have been reported to promote motility and invasion in colon
cancer cells by stimulating Rho signaling pathways, using transfection approaches
[25]. PTP4A3 promote the activation of the Rho GTPases RhoA and RhoC, and
signaling through the Rho effector Rho kinase (ROCK) is necessary for PTP4A3-
induced invasion and motility. In contrast, Rac activity is reduced but no effect on
Cdc42 have been observed [25]. Members of the Rho family of small GTPases
are key regulators of cell movement through their actions on actin assembly, acto-
myosin contractility, and microtubules [26]. Expression of Rho family proteins is
deregulated in some tumors and correlates with progression of the disease [27].
The three prototypical members of the family, Rho, Rac and CDC42, have all been
linked to cell movement. Rac1 drives motility by promoting lamellipodia forma-
tion, whereas RhoA signals to the kinases ROCK1 and 2, promoting the formation
of actin stress fibers and generation of the actomyosin contractile force required for
cell movement.
The highly homologous GTPase RhoC has distinct as well as overlapping func-
tions with RhoA, and its overexpression has recently been closely linked with
highly invasive and metastatic forms of melanoma [28]. Moreover, cells derived
from RhoC-deficient mice are less motile and invasive than their wild-type coun-
terparts containing RhoC [29], further supporting an important role for RhoC in
tumor invasion and metastasis. Amoeboid and mesenchymal modes of movement
are distinguished by their different usage of signaling pathways. The amoeboid
mode involves signaling through ROCK whereas the mesenchymal mode requires
extracellular proteolysis for Rac-dependant actin protrusion to be pushed through
channels in the extracellular matrix [30]. Rac signals through WAVE2 to direct
mesenchymal movement and suppress amoeboid movement through decreasing
actomyosin contractility. Conversely, in amoeboid movement, Rho-kinase signal-
ing activates a Rac GAP (ARH-GAP22), that suppresses mesenchymal movement
by inactivating Rac. Rho and Rac interplay determinate different modes of tumor
movement [31].
Up-regulation of PTP4A3 also activate the Src kinase, which initiates a num-
ber of signal pathways resulting in the phosphorylation of ERK1/2, STAT3, and
p130 Cas through negative translational control of Csk, a negative regulator of Src
[32]. Interestingly, inhibition of Src family kinase with dasatinib blocks migration
and invasion of human melanoma cells [33] further suggesting that tyrosine kinase
activity is involved in metastasis development and that the control of this activity
is involved in the biological effect of PTP4A3. The MAPK cascade is an important
signal transduction pathway triggered by integrin beta1 and PTP4A3 increased the
phosphorylation level of Erk1/2. In addition, it was shown that PTP4A3 interacted
with integrin beta1 in a yeast two-hybrid system [34].
It has also recently been reported that PTP4A3 is a direct target of p53 [35]
upregulated in primary cells subjected to DNA damage. PTP4A3 over expression
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mediate a growth-arrest signal in response to p53 activation. PTP4A3 can act as
a stimulator of PI3K-AKT signaling [35, 36], but this action appears to require
basal levels of PTP4A3, as increased levels of PTP4A3 led to inhibition of Akt
activation and concomitant accumulation of the Cdk2 inhibitors p21 and p27. Thus,
as has been suggested with oncogene-induced senescence [37], too much stimula-
tion can lead to shutdown of the pathway stimulated by the offending component.
Surprisingly, reduction of PTP4A3 level was also found to be cytostatic, via a
p38-dependent stimulation of p19ARF, a well known p53 inducer. Therefore, the
transition into S- phase may be limited by either induction or loss of a single stim-
ulator of the PI3K-Akt pathway. Through the use of mouse embryos fibroblasts
(MEFs) variously lacking Akt1 and Akt2, Cdk2, Cdk4 or all three retinoblastoma
proteins family members, Basak et al. [35] demonstrated that PTP4A3 could arrest
cells without any pRb activity, but could not arrest in the absence of Akt or Cdk2.
Thus, post-restriction point inhibition of cell cycle with PTP4A3 (as evidenced by
insensitivity to pRb loss) depends on the target kinases shut down by highly induced
PTP4A3. In the absence of these pro-proliferative kinases, cells may have adapted
by expressing/activating PTP4A3 insensitive targets that drive proliferation in a
less regulatable manner. Indeed, such a result is consistent with Basak’s observa-
tion that several tumor cell lines are insensitive to PTP4A3 over-expression, and
this may explain the favorite retention of PTP4A3 expression in metastatic cells.
Little is known about PTP4A3 inhibitors, but curcumin, the component of the spice
turmeric, shows antitumor effect by selectively down-regulating the expression of
PTP4A3/PRL-3 but not its family member (PRL1 and 2), in a p53-independent way.
Curcumin inhibited the phosphorylation of Src and stat3 partly through PTP4A3
down-regulation [38].
In regard with tumor metastasis, loss of p53 have been reported to activate cell
migration through actin remodeling and p53 has been shown to suppress src-induced
podosome and cellular invasiveness [39, 40].
13.5 Conclusion
When compared with other tumors, uveal melanomas appear rather homogeneous
and only two classes could be evidenced in the primary tumors that exhibited dis-
tinct metastatic behavior. Among the genes differentially expressed PTP4A3 which
encodes a tyrosine phosphatase, may coordinately function with protein tyrosine
kinases in signaling pathways involved in a broad spectrum of fundamental phys-
iological processes. Importantly deregulation of this gene may lead to metastasis
in uveal melanomas. Pharmaceutical targeting of PTP4A3 or targets of this pro-
tein (although not yet clearly defined) may have critical effects on uveal melanoma
metastasis development.
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5.2. RÉSULTATS
5.2.1.3 Analyse des lignées OCM-1 transfectées avec PTP4A3
Nous venons de montrer l’importance de la sur-expression de PTP4A3 dans les méla-
nomes uvéaux métastatiques. Les validations expérimentales in vitro et in vivo montrent
un rôle de cette phosphastase dans la migration et l’invasion cellulaire. Ces validations
ont été réalisées sur la lignée cellulaire de mélanome uvéal OCM-1. Dans leur profil
d’expression, ces cellules n’expriment pas ou très peu PTP4A3 et des transfections tran-
sitoires entraînent leur mort. Des constructions au laboratoire [Laurent et al., 2011] ont
alors permis d’établir des clones stables de ces cellules exprimant soit la protéine sau-
vage (OCM-1-EGFP-PTP4A3) soit la protéine mutée dans son site catalytique (OCM-1-
EGFP-PTP4A3(C104S)) soit la GFP (OCM-1-EGFP) comme contrôle.
En plus d’avoir permis les validations biologiques sur l’implication de la phospha-
tase, ces clones ont été analysés sur puces transcriptomes exons pour comparer leurs
profils d’expression. J’ai analysé ces données afin de comparer les cellules OCM-1-
EGFP-PTP4A3 et les cellules OCM-1-EGFP-PTP4A3(C104S), et ainsi mettre en évi-
dence des variations dans des voies métaboliques pour aider à la compréhension du
rôle de PTP4A3 dans le mélanome de la choroïde.
Matériel et Méthodes
Pour chacune des trois conditions expérimentales (OCM-1-EGFP-PTP4A3, OCM-1-
EGFP-PTP4A3(C104S), OCM-1-EGFP), trois réplicats par condition ont été analysés
sur puces Affymetrix Human Exon 1.0 ST Array.
Ces puces ont été analysées au niveau gène en utilisant les fichiers de géométrie de
la puce réannotés 1 [Dai et al., 2005] selon les identifiants EntrezGene 2 (fichiers CDF
EntrezGene version 13) et par la méthode de normalisation RMA [Gautier et al., 2004].
Cette méthode nous permet d’obtenir et de comparer le niveau d’expression de 22517
gènes uniques.
La classification des données est effectuée grâce à la méthode de classification dis-
ponible dans la librairie R EMA [Servant et al., 2010], en utilisant la corrélation de Pearson
comme métrique et la méthode de Ward comme critère de lien. La recherche de diffé-
rence entre les trois groupes a été réalisées en utilisant la librairie R LIMMA [Smyth, 2004,
2005], en considérant les gènes ayant une p-value ajustée (par la méthode Benjamini-
Hochberg ou BH95 Benjamini and Hochberg [1995]) inférieure à 0,01. LIMMA est présen-
tée comme une méthode adaptée et robuste dans l’analyse de données de transcriptome
[Jeanmougin et al., 2010].
Résultats
La classification des réplicats sur l’ensemble des échantillons et des gènes nous montrent
que nous n’avons pas un regroupement parfait des réplicats de chaque groupe (Fig. 5.1).
On observe dans chaque groupe, deux échantillons qui se positionnent ensemble et le
troisième qui se retrouve à part. Cette classification nous montre ainsi que nous n’avons
pas des profils d’expression distincts dans les trois conditions observées. Ce mélange
dans les échantillons suggère qu’ils sont assez similaires.
L’analyse pour rechercher les gènes dont l’expression varie entre les trois conditions
étudiées a mis en évidence 261 gènes différentiellement exprimés entre les OCM-1-
1http ://brainarray.mbni.med.umich.edu/Brainarray/Database/CustomCDF/CDF_download.asp
2http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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FIG. 5.1: Clustering hiérarchique des constructions OCM-1.
Métrique : corrélation de Pearson. Critère de lien : Ward
EGFP-PTP4A3 et les OCM-1-EGFP-C104S (140 sur-exprimés dans les sauvages et 121
sur-exprimés dans les mutants C104S), alors que les comparaisons avec le contrôle GFP
identifient 38 gènes différentiellement entre les sauvages PTP4A3 et les GFP et 74 entre
les mutants C104S et les contrôles (Fig. 5.2).
Les analyses d’enrichissement sur les gènes différentiellement exprimés entre les
cellules PTP4A3 sauvage ou mutée montrent une sur-représentation de gènes impli-
qués dans l’adhésion focale (d’après la base de données KEGG). Les intégrines ITGA3,
ITGA5, ITGB3 et SHC1 (homologue de Src) sont sur-exprimés dans les cellules PTP4A3
sauvage alors que les gènes tel que la tenascine (TNC), CRKL (homologue de src), la
thrombospondine THBS1 ou encore le facteur de croissance PDGFD sont sur-exprimés
dans les cellules PT4A3-C104S.
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Ces mêmes analyses sur la base de données GO montre, parmi les gènes différen-
tiellement exprimés, un enrichissement de gènes impliqués dans la régulation de l’apop-
tose (sur-expression dans les C104S par rapport au PTP4A3 sauvage) ou de l’adhésion
cellulaire (sur-expression dans les PTP4A3 sauvage).
Parmi les gènes différentiellement exprimés entre les cellules PTP4A3 sauvage et
mutant, nous pouvons noter la présence de protéases tel que ADAM23, ADAM10, HTRA1
ou encore d’inhibiteurs de métalloprotéinases tels que TIMP3. Dans notre collection de
tumeurs primaires, l’expression de PTP4A3 est corrélée avec l’expression de différentes
protéases telles que ADAM10 et ADAM12 et anti-corrélée à TIMP3. ADAM10 est impli-
qué dans la perte de l’ectodomaine de différentes molécules impliquées dans l’adhésion
cellulaire et a été montré comme étant plus activé dans les métastases de mélanome
que dans les tumeurs primaires [Lee et al., 2010]. ADAM12 a été décrit dans la digestion
de la matrice extracellulaire [Roy et al., 2004].
FIG. 5.2: Analyse Différentielle sur les OCM-1.
PRL3vsC104S- Comparaison entre OCM-1-EGFP-PTP4A3 et OCM-1-EGFP-PTP4A3(C104S).
Rouge : nombre de gènes sur-exprimés dans les cellules transfectées avec PTP4A3 sau-
vage. Vert : nombre de gènes sur-exprimés dans les cellules transfectées avec PTP4A3 muté.
PRL3vsGFP- Comparaison entre OCM-1-EGFP-PTP4A3 et OCM-1-EGFP. Rouge : nombre de
gènes sur-exprimés dans les cellules transfectées avec PTP4A3 sauvage. Vert : nombre de
gènes sur-exprimés dans les cellules transfectées avec la GFP. C104SvsGFP- Comparaison
entre OCM-1-EGFP-PTP4A3(C104S) et OCM-1-EGFP. Rouge : nombre de gènes sur-exprimés
dans les cellules transfectées avec PTP4A3 muté. Vert : nombre de gènes sur-exprimés dans les
cellules transfectées avec la GFP.
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Conclusion
Cette analyse des profils d’expression des modèles cellulaires utilisés pour la validation
du rôle de PTP4A3 dans la migration et l’invasion ne nous a pas permis de replacer
cette phosphatase dans une voie de signalisation précise et ainsi comprendre son rôle
au niveau moléculaire. Cependant, parmi les gènes différentiellement exprimés, on peut
cependant noter la présence de gènes impliqués dans l’adhésion cellulaire ou encore
des protéases impliquées dans les interactions cellules - cellules ou cellules - matrice
extracellulaire. Les protéases semblent jouer un rôle dans le comportement invasif de
nos cellules et vont faire l’objet d’investigation plus poussé au laboratoire.
Il est à noté que parmi ces gènes différentiels, les variations d’expression observées
sont assez faibles pour la grande majorité d’entre eux et ne sont pas forcément visibles
avec des techniques de biologie moléculaire traditionnelles dans les cellules. Le nombre
d’échantillons par conditions (3) est assez faible ce qui limite la puissance des tests
statistiques utilisés et la variance intra-groupe est extrêmement faible ce qui biaise les
valeurs des p-values des tests. En effet, cette variance est prise en compte dans la
comparaison, et plus les variances intra-groupes sont faibles, plus les statistiques de
tests sont grandes et les p-values associées petites et donc significatives.
D’autres tests basés sur les rapports d’expression des moyennes des gènes par
conditions ont été testés afin de s’affranchir de ce problème de variance. Les résultats
obtenus sont similaires, peu de gènes bougent et les ratios inter-groupes sont faibles.
Bien que le nombre d’échantillons disponibles limite la puissance des tests, il n’est
pas forcément étonnant de retrouver des profils d’expression assez similaires entre les
trois groupes observés. En effet, PTP4A3 est une phosphatase et son activité ne régule
pas directement l’expression des gènes comme le ferait un facteur de transcription. Afin
de mettre en évidence, des cibles de cette phosphatase, d’autres expériences ont été
réalisées au laboratoire telles que la comparaison de phospho-protéines sur des gels 2D.
Les phospho-protéines extraites des lignées cellulaires OCM1-PTP4A3 et OCM1-
PTP4A3-C104S ont été comparées grâce à cette technique. Bien que ces expériences
soient toujours en cours d’analyse, elles ont déjà permis de mettre en évidence une pro-
téine, DPYSL2 (CRMP2) présentant un statut de phosphorylation différent en présence
de PTP4A3 sauvage ou du mutant C104S. Au niveau ARN messager, il n’y a pas de va-
riation significative du niveau d’expression de CRMP2. Cette protéine a été décrite dans
le remodelage du cytosquelette, la croissance neuronale et la migration cellulaire [Varrin-
Doyer et al., 2009]. Les protéines Cdk5 et GSK3 ont été décrite dans la phosphoryla-
tion de CRMP2 [Yoshimura et al., 2005; Cole et al., 2006] conduisant à son inactivation.
D’après les résultats obtenus par gels 2D, CRMP2 pourrait être une cible direct ou indi-
rect de PTP4A3. Les expériences sont toujours en cours au laboratoire, et il semblerait
que CRMP2 pourrait également jouer un rôle dans la migration de ces cellules.
5.2.2 Autres gènes d’intérêts dans l’analyse des tumeurs primaires
Parmi les gènes d’intérêt, nous avons donc identifié PTP4A3 qui semble avoir un rôle
important dans la migration et l’invasion des cellules de mélanome choroïdien. Nous
avons effectué un travail important autour de cette phosphatase, cependant d’autres
gènes sont également ressortis de l’analyse des tumeurs primaires.
Nous allons dans cette partie présenter globalement les autres résultats obtenus.
Le but principal de cette analyse était de comparer les patients à haut risque de dé-
veloppement métastatique (TP meta1) avec les patients présentant une tumeur de plus
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faible agressivité (TP meta0) afin de mettre en évidence des gènes d’intérêts dans la
compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans cette différence de com-
portement métastatique.
Matériel et Méthodes
La collection des 57 tumeurs primaires de l’Institut Curie ayant un recul d’au moins
36 mois, présentée au début de ce chapitre a été analysée sur puce Affymetrix Human
HGU133plus2.0. Les données sont décrites dans la Supplementaray Table 1 dans la par-
tie 5.2.1.1. Les données ont été normalisées par la méthode gcRMA [Wu et al., 2004b]
en utilisant les fichiers CDF réannotés [Dai et al., 2005] selon les identifiants Entrez-
Gene (fichiers CDF EntrezGene version 13) permettant la comparaison de l’expression
de 18123 gènes uniques. La distribution bimodale des intensités (Fig. 5.3) permet de fil-
trer les données. Les gènes qui présentent une intensité inférieure à 3,5 dans l’ensemble
des échantillons sont retirés de l’analyse car ils sont considérés comme étant dans les
limites de détection du signal. Le jeu de données en sortie de ce filtrage est composé de
12478 gènes uniques.
Le délai médian d’apparition des métastases dans le mélanome de la choroïde est de
36 mois, nous avons donc comparé les profils d’expression des tumeurs métastatiques
avant 36 mois (noté meta1) avec les tumeurs non métastatiques à 36 mois de recul (noté
meta0) afin de mettre en évidence des gènes liés à l’apparition de métastases dans ce
jeu de données. La comparaison a été effectué en utilisant la méthode LIMMA [Smyth,
2004, 2005] sous R.
Résultats
L’analyse différentielle a permis de mettre en évidence 118 gènes dont environ 74%
sont sur-exprimés dans les tumeurs métastatiques (TP meta1). Comme le montre le
clustering hiérarchique sur ces gènes (Fig. 5.4), ils permettent de séparer les tumeurs en
deux branches bien distinctes.
De plus, comme indiqué dans l’introduction de ces tumeurs, nous disposons de leurs
profils génomiques par puces CGH pour 45 d’entre elles. Les informations relatives aux
chromosomes 3, 6 et 8 (chromosomes d’intérêts identifiés [Trolet et al., 2009]) sont éga-
lement représentées sur le clustering. Les tumeurs meta1 sont principalement normales
pour le chromosome 6p, amplifiées pour le chromosome 8q et délétées pour le chromo-
some 3, en adéquation avec les données de la littérature.
Parmi les gènes qui varient entre nos deux groupes de tumeurs, plusieurs d’entre
eux présentent un intérêt comme cible d’étude potentielle afin de poursuivre les investi-
gations.
Le complexe des élongines (SIII) est un hétérodimère composé de trois sous-unités
A, B et C. L’élongine A est le composé transcriptionnellement actif du complexe alors
que les élongines B et C (TCEB1) sous des sous-unités régulatrices. Le gène TCEB1,
localisé en 8q21.11 correspond à une des trois sous-unités de ce complexe qui activent
la transcription et induit l’invasion dans les cellules de cancer de la prostate [Jalava et al.,
2009]. Cette capacité à induire l’invasion peut être due à l’augmentation de l’expression
de gènes associés à ce phénomène. TCEB1 fait également partie du complexe de Von
Hippel-Lindau (VHL) qui cible sélectivement la dégradation du facteur HIF1a en présence
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FIG. 5.3: Distribution des intensités d’expression observées sur les 18123 gènes étudiés dans le
jeu de 57 tumeurs primaires.
d’oxygène [Cockman et al., 2000] et jouant un rôle bien décrit dans le mélanome cutané
[Buscà et al., 2005]. PTP4A3 et TCEB1 sont significativement corrélés et TCEB1 est
également sur-exprimé dans les tumeurs métastatiques. VHL n’est pas la seule protéine
qui interagit avec TCEB1 et il faudra tester si PTP4A3 est capable d’interagir avec cet
activateur de transcription.
La sur-expression de DDEF1 (ASAP1) dans les tumeurs primaires meta1 est égale-
ment intéressante. Ce facteur de développement et de différenciation, localisé en 8q24.21,
est une protéine impliquée dans la croissance tel que SRC, FAK, PIP2 ou encore CRK
et régule le remodelage du cytosquelette d’actine nécessaire à la mobilité cellulaire. La
sur-expression de ASAP1 perturbe le renouvellement des plaques d’adhésion focales,
bloquant l’étalement des cellules et favorisant la mobilité cellulaire [Ehlers et al., 2005].
Ce gène fortement corrélé à PTP4A3 et localisé dans la même région chromosomique
peut également jouer un rôle d’oncogène dans cette pathologie et pourrait ainsi consti-
tuer un marqueur intéressant. Une fois encore il serait intéressant d’évaluer d’éventuelles
interactions biochimiques entre cette protéine et PTP4A3.
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FIG. 5.4: Clustering hiérarchique sur les 118 gènes différentiellement exprimés entre meta0 et
meta1. Métrique : corrélation de Pearson. Critère de lien : Ward. Les échantillons sont caracté-
risés selon leur statut metastatique (vert=meta0, marron=meta1), leur statut du chromosome 6p
et du chromosome 8q (vert=normal, marron=amplification, rose=amplification partielle), et leur
statut pour le chromosome 3 (vert=normal, marron=délétion, rose=délétion partielle)
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Il est à noter également la présence de gènes impliqués dans la réparation de l’ADN
parmi les gènes différentiellement exprimés. Nous nous sommes particulièrement inté-
ressé à la protéine DNA-PK (PRKDC). Le gène PRKDC code pour la sous-unité cataly-
tique d’une protéine sérine/thréonine kinase dépendante de l’ADN. Le second composant
est l’antigène Ku codé par le gène G22P1. Pour être active DNA-PK doit être fixée à l’ADN
grâce à l’aide de G222P1. PRKDC est impliqué dans le système de réparation de l’ADN
par religation non homologue (NHEJ, Non Homologous End Joining), nécessaire à la ré-
paration des cassures double-brin. De façon intéressante, PRKDC et PTP4A3 sont très
fortement corrélé (r=0.77, p-value<0.01) dans nos données et nous retrouvons cette forte
corrélation dans un autre jeu de données publiques de tumeur primaires de MU [Onken
et al., 2004]. PRKDC est fortement sur-exprimé dans les tumeurs métastatiques dans
le mélanome de la choroïde. Cependant, de façon intéressante, cette corrélation n’est
pas retrouvée dans d’autres jeux de données publiques (mélanome cutané, adénomes
colorectaux, cancer ovarien, cancer de la vessie...), suggérant une spécificité de ce phé-
nomène dans le mélanome de la choroïde (Fig. 5.5). Il a été décrit dans des mélanomes
cutané que contrairement à la progression des mélanocytes en mélanome, la stabilité gé-
nétique était indispensable aux cellules de mélanome pour développer des métastases
[Kauffmann et al., 2008], et que cette sur-expression des gènes de réparation à l’ADN
pouvait expliquer la résistance aux chimio et radio-thérapies dans le mélanome.
Les deux voies prépondérantes dans la réparation des cassures double brins de
l’ADN sont la voie NHEJ et la recombinaison homologue (RH). Le NHEJ est opération-
nel dans toutes les phases du cycle cellulaire alors que la RH est un mécanisme plutôt
utilisé pour la réparation des cassures formées en S/G2. La RH nécessite l’appariement
d’un fragment d’ADN avec une séquence homologue servant de matrice à la synthèse
réparatrice et est sous le contrôle de BRCA1 entre autre.
Dans les mélanomes choroïdiens métastatiques, il a été montré une forte proportion
de mutation perte de fonction BAP1 [Harbour et al., 2010], protéine associée à BRCA1
[Jensen et al., 1998]. Cette observation, en association avec la sur-expression de PRKDC
pourrait suggérer une activation préférentielle de la voie du NHEJ (via un contrôle pas-
sant par PTP4A3?) afin de stabiliser l’intégrité génétique des cellules de mélanomes
choroïdiens de forte agressivité. La dérégulation de la voie du NHEJ dans ces cellules
par des molécules mimant les cassures doubles brins [Quanz et al., 2009] pourrait ainsi
permettre éventuellement un meilleur effet des traitements par chimiothérapie.
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FIG. 5.5: Corrélations observées entre PTP4A3 et DNAPK. A- Sur la collection de 57 tumeurs
primaires et 115 métastases de l’Institut Curie (vert : tumeurs primaires meta0, rouge : tu-
meurs primaires meta1, bleu : métastases) r=0.77, p-value=<0.01 ; B- Sur une autre collec-
tion de 24 mélanomes uvéaux [Onken et al., 2004] r=0.83, pvalue<0.01 ; C- Sur une collec-
tion publique de 87 mélanomes cutanés (http: // www. ncbi. nlm. nih. gov/ geo/ query/ acc.
cgi? acc= GSE7553 ) r=0.14, p-value=0.2 ; D- Sur une collection de 32 adénomes colorectaux
(http: // www. ncbi. nlm. nih. gov/ geo/ query/ acc. cgi? acc= GSE8671 r=-0.38, p-value=0.03)
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6. ANALYSE DE LA COLLECTION DE MÉTASTASES DE L’INSTITUT CURIE
Chapitre 6
Analyse de la collection de
métastases de l’Institut Curie
6.1 Introduction
En plus de la collection de tumeurs primaires, 115 métastases hépatiques ont égale-
ment été analysée en transcriptome sur puces Affymetrix HGU133plus2.0. Il s’agit de la
plus grosse collection de métastases hépatiques disponibles pour cette pathologie.
L’étude sur les données génomiques (parmi les 115 échantillons disponibles en trans-
criptome, 65 ont été également analysés sur puce CGH [Trolet et al., 2009]) a montré que
les métastases hépatiques présentent des groupes d’altérations similaires aux tumeurs
primaires ; cependant peu de travail a été réalisé au niveau des transcriptomes de ces
tumeurs. Une étude réalisée sur 7 tumeurs primaires et 7 métastases hépatiques [Meir
et al., 2007] a montré que les profils d’expression sont différents et que les métastases
hépatiques présentent des similitudes dans leur profils d’expression avec du foie sain.
Parmi les différences observées entre les tumeurs primaires et les métastases hépa-
tiques, Meir et al. relèvent l’importance de gènes impliqués dans la voie NFKB.
La collection de métastases hépatiques de l’Institut Curie a été analysée dans le
but de caractériser le profil transcriptomique de ces métastases et de les comparer aux
tumeurs primaires. Les informations cliniques des tumeurs primaires montrent que les
patients peuvent développer des métastases plusieurs années après avoir été énucléés.
Cette observation laisse à suppose que les patients peuvent développer des micrométas-
tases avant même le diagnostic de leur tumeur primaire et cette hypothèse a été soulevée
dans diverses études [Eskelin et al., 1999, 2000].
Il s’avère donc intéressant dans l’étude des métastases, en parallèle de la recherche
de traitement empêchant le développement de la tumeur primaire ou leur apparition,
d’approfondir les connaissances sur leurs profils moléculaires afin de cibler des voies
métaboliques impliquées pouvant présenter un intérêt dans d’éventuels traitements.
Nous allons donc dans cette partie présenter le travail effectué sur ces échantillons.
Les résultats obtenus sont préliminaires et les analyses devront être poursuivies pour
permettre d’avancer dans la compréhension des mécanismes impliqués.
Afin de pouvoir comparer les métastases aux tumeurs primaires, des méthodes de
correction (PLS, modèle linéaire) ont été utilisées pour essayer de s’affranchir de la
contamination organe foie inhérente à ces données mais n’ont pas donné de résultats
satisfaisants. Des études exploratoires sembleraient indiquer que ces tumeurs se dé-
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composent en deux groupes, le premier groupe serait plus proche des tumeurs primaires
moins agressives et le second plus des tumeurs à haut risque métastatique.
En parallèle de ces études comparatives, des études de survie sur les 115 méta-
stases ont été réalisées pour mettre en évidence des gènes liés à la survie des patients
après apparition de leur métastases. Quelques gènes sembleraient permettre la sépara-
tion des patients en 2 groupes de patients avec des survies différentes.
Parmi l’ensemble de nos données transcriptome, 9 couples tumeurs primaires - mé-
tastases sont disponibles, et ce sous jeu de données a été analysé séparément pour
permettre de comparer plus en profondeur les profils d’expression des tumeurs primaires
et de leur métastases hépatiques associées. Malheureusement, les résultats obtenus
ne permettent pas réellement de mettre en évidence de différences entre les tumeurs
primaires et les métastases.
6.2 Matériel et Méthodes
Le jeu de données des 115 métastases est présenté dans la table 6.1.
Ces données sont issues d’une population mixte, majoritairement âgée de plus de
60 ans à l’âge du diagnostique de la tumeur primaire. Les tumeurs oculaires primaires
à l’origine des ces métastases sont de grosses tailles et principalement localisées sur
l’équateur. La moitié des métastases sont apparues dans les 24 mois qui ont suivi le
diagnostique de la tumeur primaire. Pour une grande partie des métastases, le foie pré-
sentait moins de 3 lésions et une large proportion d’entre elles a subi une résection R1
ou R2. La classification des résections est définie par : R0, la section chirurgicale passe
à distance de la tumeur en laissant une marge plus ou moins épaisse de tissu sain ; R1,
la section chirurgicale passe au ras de la tumeur ; R2, la résection macroscopique est
incomplète, l’idéal est de confirmer par une biopsie positive sur le tissu supposé tumoral
laissé en place. Enfin, plus de la moitié de ces métastases ne présentent pas de miliaires.
Comme pour les transcriptomes des tumeurs primaires, les données ont été norma-
lisées par la méthode gcRMA [Wu et al., 2004b]. La normalisation a été réalisée en uti-
lisant soit les CDF originels d’Affymetrix (54613 probesets sans les probesets contrôles
présents sur la puce) soit en utilisant les fichiers CDF réannotés [Dai et al., 2005] selon
les identifiants EntrezGene (fichiers CDF EntrezGene version 13) permettant la compa-
raison de l’expression de 18123 gènes uniques. Les analyses ont été réalisées sous R.
Différentes méthodes ont été utilisées tel que la PLS (Partial Least Square) [Tenenhaus,
1998] afin d’éliminer des effets organes (contamination foie). Les comparaison entre les
différents groupes ont été effectuées en utilisant le package LIMMA. Les tests d’enrichis-
sement sur les listes de gènes identifiés ont été réalisées grâce aux packages hyperGO
ou hyperKEGG.
Les métastases hépatiques sont de mauvais pronostic et la survie des patients est
limitée. Des analyses de survie ont donc également été réalisées afin d’étudier les avan-
tages que pouvait apporter les informations de transcriptome dans le pronostic et la sur-
vie des patients. Afin de mettre en évidence des gènes d’intérêt, les 115 métastases
hépatiques ont été divisées en deux jeux de données (76 tumeurs pour le jeu de test
et 39 pour le jeu de validation) et l’opération a été répétée 100 fois. Un test du log-rank
a été réalisé sur les 100 jeux d’apprentissage et les gènes considérés significativement
associés à la survie globale sont ceux dont la moyenne des p-values ajustées (par la
méthode BH95 [Benjamini and Hochberg, 1995]) est inférieure à 5% et qui ressortent
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également dans le jeu de test. Á partir de cette liste de probesets stables, les moyennes
(des 100 répétitions) des C-index tous les modèles de Cox pronostiques (avec 1 probe-
set, 2 ou plus) sont estimés afin d’identifier ceux qui présentent de bonnes performances
de prédiction.
Variables Description Nombre (%)
Description des Tumeurs Primaires
Genre
Homme 59 51
Femme 56 49
Age au diagnostique (années)
<=60 72 63
>60 43 37
Localisation de la tumeur primaire
antérieur à l’équateur 9 8
sur l’équateur 64 56
postérieur à l’équateur 28 24
antérieur et sur l’équateur 1 1
NA 13 11
Epaisseur de la tumeur primaire (mm)
>=8 55 48
<8 48 42
NA 12 10
Taille de la tumeur primaire (mm)
>=15 57 50
<15 39 34
NA 19 16
Détachement de la rétine
oui 50 43
non 46 40
NA 19 17
Description des Métastases
Délai d’apparition des métastases (mois)
<=24 56 49
> 24 59 51
Type de résection
R0 35 30
R1 ou R2 80 70
Nombre de métastases résectées
>3 35 30
<=3 80 70
Présence de miliaires
oui 41 36
non 73 63
NA 1 1
TAB. 6.1: Description clinique des métastases hépatiques. Les caractéristiques des tumeurs pri-
maires ayant développées ces métastases sont également décrites.
135
6.3. RÉSULTATS
6.3 Résultats
6.3.1 Les profils d’expression des métastases
Afin de rechercher si notre collection de métastases hépatiques présente des profils
d’expression différents par sous-groupes, des analyses non supervisées comme l’ACP
ou le clustering ont été effectué sur l’ensemble des 18123 gènes présents sur la puce et
sur les 500 gènes les plus variants sélectionnés par IQR (l’Inter-Quartile Range est une
mesure de dispersion qui s’obtient en faisant la différence entre le premier et le troisième
quartiles). La dispersion des données est semblable selon le nombre de variables utili-
sées (l’ensemble des gènes ou les 500 plus variants). Les données analysée par ACP
sur les 500 gènes les plus variants ont été étiquetées selon différents critères présentés
dans la table 6.1 et sont représentée sur la figure 6.1. La dispersion des métastases dans
l’espace de ces 500 gènes semble indiqué deux groupes différents de métastases (côté
négatif et côté positif de l’axe 1 de l’ACP). Cependant ces deux groupes ne sont pas
assimilables aux caractéristiques cliniques disponibles. En effet, cette dispersion de ces
deux groupes n’est pas superposable à l’âge au diagnostique (fig. 6.1.A), le délai d’ap-
parition des métastases (fig. 6.1.B), le type de résection chirurgicale subi (fig. 6.1.C), le
nombre de lésions présentes (fig. 6.1.D) ou encore la présence de miliaire (fig. 6.1.E).
Un des buts dans l’étude de ces données étant de comparer ces métastases aux
tumeurs primaires disponibles, ces dernières ont été ajoutées sur l’ACP des métastases
(fig. 6.1.E). Les tumeurs primaires ne participent donc pas à la construction des axes.
Cette représentation indique qu’une seule partie des métastases hépatiques semblent
proches des tumeurs primaires selon leurs profils d’expression. L’autre partie des don-
nées est à part.
Ces analyses exploratoires montrent donc que les métastases ne se groupent pas
selon les caractéristiques cliniques disponibles, cependant il semblerait qu’une partie
d’entre elles présente un profil d’expression proche des tumeurs primaires.
La comparaison des profils d’expression par la méthode LIMMA met en évidence
6841 différentiellement exprimés entre les tumeurs primaires et les métastases avec un
ajustement des p-values à 5% par la méthode de Benjamini-Hochberg [Benjamini and
Hochberg, 1995] dont une bonne partie sont des gènes spécifiques du foie. La conta-
mination foie est un problème inhérent aux métastases hépatiques. Pour s’affranchir de
cette contamination, la meilleure méthode aurait consisté à comparer ces métastases
avec du foie sain, mais nous ne disposons pas de telles données dans la tumorothèque
de l’Institut Curie. Nous avons essayé d’en récupérer sur les banques de données pu-
bliques, mais cet effet organe se confond alors avec un effet lot puisque les données ne
sont pas préparées dans les mêmes laboratoires et donc les mêmes conditions. Nous
avons tenté d’utiliser la méthode PLS, une méthode supervisée qui permet d’estimer un
poids à chacun des gènes selon son implication dans les groupes données aux échan-
tillons (ici œil ou foie) et de le soustraire à la matrice de données d’origine. Cette cor-
rection n’est pas plus satisfaisante car elle se superpose à notre analyse comparative et
écrase ainsi l’ensemble des données entraînant une perte d’information plus importante
qu’une simple correction d’un effet organe.
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FIG. 6.1: Analyse en Composante Principale sur les 115 métastases (M). Les ACP ont été réa-
lisées sur les 500 gènes les plus variants parmi les 18123 gènes (sélection par Inter Quartile
Range). Les 115 M sont étiquetées selon : A- leur âge au diagnostique, bleu : <= 60 ans ; rose :
> 60 ans ; B- le délai d’apparition des métastases après le diagnostique de la tumeur primaire,
bleu : <= 24 mois ; rose : >24 mois ; C- le type de résection, bleu : R0 ; rose : R1 ou R2 ; D- le
nombre de lésions, bleu : <=3 ; rose : >3 ; E- la présence de milaires, bleu : non ; rose : oui.
F- Sur l’ACP des 115 M, les 57 tumeurs primaires sont positionnées dans l’espace des 500 gènes
mais ne participent pas à la construction des axes, bleu : métastases hépatiques ; vert : tumeurs
primaires non métastatiques à 36 mois ; rouge : tumeurs primaires métastatiques à 36 mois.
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Une autre approche dans la caractérisation des tumeurs primaires et des métastases
consiste à comparer ces métastases aux données déjà existantes dans les tumeurs pri-
maires. Plus précisément, étant donné que les tumeurs primaires se séparent en deux
groupes d’agressivité différentes, peut-on retrouver cette séparation dans les métastases
hépatiques ?
Nous avons pour cela représenté par ACP les tumeurs primaires dans l’espace des
118 gènes différentiellement exprimés entre les tumeurs primaires meta0 et meta1 (voir
5.2.2) et nous avons ensuite placé les métastases hépatiques dans cet espace (fig. 6.2).
FIG. 6.2: Analyse en Composante Principale des tumeurs primaires sur les 118 gènes différentiels
entre les tumeurs primaires meta0 (vert) et meta1 (rouge). Les métastases (bleu) ne participent
pas à la construction des axes mais sont positionnées dans l’espace de ces gènes.
Il a été décrit que les tumeurs primaires de faible et de forte agressivité correspon-
daient en fait à deux classes de tumeurs différentes, l’une présentant plutôt des caracté-
ristiques non différenciées (type crête neurale) et l’autre à des cellules plus différenciées
de type épithéliale [Onken et al., 2006]. Cette dispersion des métastases nous laisse
penser que comme pour les tumeurs primaires, les métastases pourraient elles aussi se
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diviser en deux classes. En effet, les gènes utilisés dans la représentation des données
sont censés être des gènes liés à l’apparition de métastases dans les tumeurs primaires
et on aurait pu s’attendre à un regroupement des métastases autour des tumeurs pri-
maires meta1.
Nous avons donc choisi de séparer selon cette représentation les 115 métastases en
deux groupes (un associé aux tumeurs primaires meta0 et l’autre aux tumeurs primaires
meta1) et ensuite d’effectuer les différentes comparaisons possibles. Les métastases
associées aux TP meta0 sont comparées à ces tumeurs primaires et les métastases
associées aux TP meta1 sont comparées à ces dernières (l’intersection de ces deux
résultats étant principalement composée de gènes hépatiques). Nous espérons ainsi
en comparant des groupes de tumeurs plus homogènes mettre en évidence des gènes
associés au développement métastatique.
L’interprétation des résultats de ces analyses est encore en cours, mais il semblerait
que cette méthode d’analyse permette de mettre en évidence des informations biologi-
quement intéressantes permettant ainsi l’étude de ces métastases.
6.3.2 Analyse de survie
Sur l’ensemble du jeu de données, le type de résection et le délai d’apparition des mé-
tastases sont significativement associés à la survie globale des patients avec un Hazard-
Ratio (HR) de 2.47 [1.61 – 3.77] pour les résections R1-R2 (contre R0) et 0.45 [0.30
-0.66] pour une apparition de métastases après 24 mois respectivement. La proportion
de patients avec une résection R1-R2 et développant des métastases après 24 mois sont
égales dans le jeu de données original (n=115), de test (n=76) et de validation (n=39).
A partir des 54613 probesets présents sur les puces, 35582 sont conservés après
filtrage des données à 3.5 et la moitié de ces probesets (17791) présentant le plus grand
IQR, sont utilisés dans les analyses suivantes.
Dans le jeu d’apprentissage, 196 probesets ont été trouvé significativement associés
à la survie globale, parmi lesquels 114 ont été validés dans le jeu de test. Parmi ces 114
probesets, les 50 plus significatifs ont été inclus dans des modèles de Cox de 1 à 5 para-
mètres. Pour obtenir un C-index supérieur à 0.70, les modèles de Cox à 2 variables sont
les plus efficaces. Parmi les différents modèles à deux variables testés, les gènes HJURP
et AKIRIN2 sont ceux qui présentent les meilleures performances. Ces deux gènes, tête
de liste dans les analyses, ont des comportements indépendants et antagonistes.
AKIRIN2, localisé sur le chromosome 6q15, a un rôle plutôt protecteur avec un HR
de 0.46 [0.36-0.59] (l’augmentation d’une unité de AKIRIN2 diminue de moitié le risque
de décès). AKIRIN2 pourrait se lier à une protéine appartenant à la famille des protéines
14-3-3 qui participent à la transduction de nombreux signaux cellulaires en se liant à des
protéines contenant des phosphosérine. Ce complexe pourrait jouer le rôle de contrôle
négatif sur DUSP1 lui même régulateur négatif de la prolifération cellulaire [Komiya et al.,
2008].
HJURP, localisé en 2q37.1, a un rôle plutôt agressif avec un HR 2.22 [1.66-2.97]
(l’augmentation d’une unité de HJURP multiplie par 2 le risque de décès). HJURP agit
comme une protéine chaperone de CENPA, protéine nécessaire pour le recrutement et
l’assemblage de protéines du kinétochore qui permettent le placement des chromosomes
sur la plaque équatoriale pendant la mitose.
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D’un point de vue biologique, cette analyse a mis en évidence deux gènes qu’il pour-
rait être intéressant d’analyser biologiquement dans nos modèles cellulaires afin d’éclair-
cir leurs rôles dans la prolifération cellulaire et montrer s’ils pourraient avoir un rôle dans le
mélanome choroïdien métastatique. Des premières expériences avec des sh-RNA contre
AKIRIN2 dans nos modèles OCM-1 sont en cours au laboratoire. D’un point de vue bio-
informatique, ces analyses doivent être confirmées en parallèle, notamment en modifiant
le filtrage (probesets présentant une annotation biologique validée) et en utilisant les
données issues de la normalisation avec les CDF EntrezGene.
6.3.3 Analyse des couples
Parmi l’ensemble des données de transcriptome, 9 couples pour lesquels et la tu-
meur primaire et la métastase hépatique pour le même patient sont disponibles Ce sous-
groupe de données a été analysé, toujours dans le but de comparer les profils d’expres-
sion des tumeurs primaires et des métastases.
Les données, après filtrage au seuil de 3.5, sont visualisées par clustering hiérar-
chique sur les 11037 gènes conservés. Sur l’ensemble de ces gènes, il n’y a pas d’effet
organe prédominant (pas de classe tumeur primaire versus métastases observée) ni
d’effet patient prédominant (2 couples sur 9 se retrouvent groupés) (fig. 6.3).
L’analyse de comparaison des profils a été effectuée en utilisant la méthode LIMMA
sur les données appariées par patients. Cette analyse ne révèle aucun gène différen-
tiellement exprimés entre les tumeurs primaires et les métastases associées (7 gènes
ressortent différentiels à un FDR 5%).
En parallèle la même analyse a été effectuée sur les données normalisées avec les
CDF d’Affymetrix (36616 probesets après filtrage à 3.5 sur les 54613 présents). Dans
ce cas là, 759 probesets sont ressortis différentiels de la comparaison. Cette liste de
probesets présente une sur-représentation de gènes impliqués dans l’adhésion focale
et l’interaction matrice extracellulaire-cellule (p-value<0.01) ou encore impliqués dans
la régulation du cytosquelette d’actine ou la voie de signalisation des MAPkinases (p-
value<0.05).
Parmi les gènes, nous pouvons par exemple citer les gènes codant pour le collagène,
la laminine, la tenascine ou la thrombospondine, plus exprimés dans les métastases que
dans les tumeurs primaires et qui sont impliqués dans la migration cellulaire.
En comparant les résultats obtenus avec les deux CDF utilisés, deux gènes ASPN et
C7 ressortent différentiels et plus exprimés dans les métastases. C7 est une glycopro-
téine du système du complément. Ce système joue un rôle dans les défenses spécifiques
et non spécifiques en augmentant la lyse des cellules étrangères, en facilitant la phagocy-
tose ou encore en augmentation la réaction inflammatoire. ASPN code pour une protéine
extracellulaire qui appartient à la famille des petites protéglycanes leucine-riche. Il s’agit
d’un inhibiteur de la voie TGFβ / SMAD.
Cette analyse sur ce sous-groupe de données doit être poursuivie et approfondie. Il
est difficile de conclure sur ce genre de résultats. En effet, plusieurs études ont montré
que les annotations des données par Affymetrix n’étaient pas toujours exactes. La qualité
des sondes est remise en question et c’est pour cela que différents groupes ont travaillé
à leur réannotation [Dai et al., 2005; Liu et al., 2007]. Cependant la réannotation par
identifiants EntrezGene, bien que plus fiable car la spécificité des sondes gardées pour
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estimer le signal par gène est vérifiée, peut également écraser le signal (puisqu’on n’a
plus qu’une estimation du niveau d’ARN par gène). Cette si grande différence de résultat
dans cette comparaison nous oblige donc à prendre avec précaution la liste de gènes
ressortis. Les gènes ressortis impliqués dans la migration cellulaire peuvent cependant
faire du sens biologiquement, puisque cette voie de signalisation est indispensable au
processus métastatique.
FIG. 6.3: Clustering Hiérarchique sur les couples. Métrique : corrélation de Pearson. Critère de
lien : Ward.
Sur la première ligne les deux échantillons de chaque couple sont représentés de la même cou-
leur. Sur le deuxième ligne, les tumeurs primaires sont en cyan et les métastases en violet.
6.4 Conclusion
Cette importante cohorte de profils d’expression de métastases hépatiques est rare.
Il n’existe pas à ce jour de jeu de données semblable dans la littérature. L’étude de ces
profils a pour but de comparer les profils d’expression des tumeurs primaires et des
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métastases dans un premier temps et d’analyser les profils d’expression des métastases
en tant que tel dans un second temps.
L’analyse des puces CGH associées a montré une bonne conservation des altérations
observées dans les tumeurs primaires [Trolet et al., 2009]. Malheureusement, la compa-
raison des profils d’expression est plus difficile a mettre en œuvre. Beaucoup de gènes
varient entre les tumeurs primaires et les métastases quand on compare l’ensemble de
nos deux jeux de données et inversement peu de gènes présentent des variations d’ex-
pression dans l’analyse des couples et ce peu de gènes n’est pas stable en fonction des
méthodes utilisées. Parmi l’ensemble des gènes dont le niveau d’expression change, il
est difficile de différencier les gènes provenant d’une contamination organe des gènes
d’intérêts. Par ailleurs, les méthodes de correction n’ont pas donné de résultats satisfai-
sants.
Nous avons donc choisi de comparer l’ensemble des données en se basant sur
les gènes différentiels entre les deux groupes de tumeurs primaires. Cette comparai-
son semble indiquer qu’il y aurait deux groupes de métastases, un premier plus proche
des tumeurs primaires agressives et un second plus proches des tumeurs de plus faible
agressivité. Ce résultat serait donc en adéquation avec l’analyse des profils CGH qui dé-
montre également la présence de deux groupes présentant les mêmes altérations que
les tumeurs primaires. Les résultats préliminaires de ces comparaisons s’avèrent intéres-
sants mais doivent être finalisés.
En parallèle, les analyses de survie des profils d’expression ont permis de mettre en
évidence deux gènes d’intérêt HJURP et AKIRIN2. Leur rôle potentiel dans nos données
n’est pas encore bien compris mais des travaux sur AKIRIN2 sont en cours au laboratoire.
142
7. ANALYSE DES MODÈLES DE XÉNOGREFFES DE L’INSTITUT CURIE
Chapitre 7
Analyse des modèles de
xénogreffes de l’Institut Curie
7.1 Introduction
Le travail sur le mélanome de la choroïde fait partie des axes de recherche de l’Institut
Curie. Différents acteurs entrent en jeu tels que des ophtalmologistes, des oncologues,
des cytogénéticiens ou encore des chercheurs. La moitié des patients atteints de la ma-
ladie en France sont suivis et traités à l’Institut Curie ce qui en fait un centre de référence
pour cette pathologie.
Malgré différents essais cliniques, pour le moment, il n’existe pas de thérapie efficace
contre ce mélanome particulier.
Afin d’optimiser l’évaluation de traitements anticancéreux, le laboratoire d’investiga-
tion préclinique (LIP) de l’Institut Curie développe des modèles animaux (murins) pour
différents cancers. En effet les essais cliniques sont coûteux et long, et avec la constante
évolution des traitements proposés par les industries pharmaceutiques, une étape pré-
clinique préalable permet d’évaluer l’efficacité anti-tumorale de différents composés.
Ce laboratoire a établie une collection importante de modèles de xénogreffes à partir
de tumeurs oculaires ou métastases hépatiques humaines en les transplantant en sous-
cutané dans des souris immunodéficientes. Afin d’évaluer la pertinence de ces modèles,
un travail de caractérisation a été réalisé dans le but de comparer la concordance entre
d’une part les modèles murins et les tumeurs humaines d’origine et d’autre part la sta-
bilité des tumeurs une fois implantées dans les souris. La caractérisation est très fine
et se fait au niveau histologique, moléculaire, ainsi qu’au niveau des profils géniques,
transcriptomiques et protéomiques.
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7.2 Résultats
7.2.1 Établissement des modèles murins
PUBLICATION
« Establishment and Characterization of a Panel of Human Uveal Melanoma Xe-
nografts Derived from Primary and/or Metastatic Tumors »
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RESUME EN FRANÇAIS
Le mélanome de la choroïde est la tumeur oculaire la plus fréquente chez l’adulte et
elle présente un faible taux de survie, en effet 50% des patients décèdent de leur méta-
stases. Le but de cette étude était de développer et caractériser un jeu de xénogreffes
de mélanomes uvéaux humains transplantés chez des souris.
Quatre-vingt dix tumeurs ont été greffées dans des souris sévèrement immunodé-
ficientes et vingt-cinq xénogreffes transplantables ont été établies (28%). Les relations
entre les greffons tumoraux et les caractéristiques cliniques, biologiques et thérapeu-
tiques des patients ont été analysées. La caractérisation de 16 xenogreffes inclut des
analyses histologiques, des analyses moléculaires par immuno-histochimie, des ana-
lyses d’altération génomiques et l’expression d’antigènes tumoraux spécifiques par RT-
PCR. Une caractérisation pharmacologique a également été effectuée sur quatre mo-
dèles en utilisant deux molécules, le temozolomide et la fotemustine, qui sont couram-
ment utilisées dans le mélanome uvéal
Le pourcentage de mélanomes uvéaux humains qui ont poussé dans la souris est
de 28% (25 sur 90). Cette prise des tumeurs est indépendante de la taille, des para-
mètres histologiques, de la monosomie du chromosome 3 mais est significativement su-
périeur chez les tumeurs métastatiques. De façon intéressante, la croissance tumorale
in vivo est pronostique d’une survie sans métastases plus faible chez patients atteints
de tumeurs primaires. Une très bonne concordance entre les tumeurs des patients et les
xénogreffes correspondantes a été mis en évidence pour l’ensemble des paramètres tes-
tés (histologie, profil génomique, expression d’antigènes tumoraux). Pour finir, les quatre
xénogreffes étudiées présentent des profils différents en réponse aux agents chemothé-
rapeutiques.
Sur la base de ces résultats, cet ensemble de 16 xénogreffes de mélanome uvéal
représente un outil préclinique utile pour des évaluations à la fois pharmacologiques et
biologiques.
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Cancer Therapy: Preclinical
Establishment and Characterization of a Panel of Human
Uveal Melanoma Xenografts Derived from Primary
and/or Metastatic Tumors
Fariba Némati1, Xavier Sastre-Garau2, Cécile Laurent3,4,14, Jérôme Couturier6, Pascale Mariani7, Laurence Desjardins8,
Sophie Piperno-Neumann9, Olivier Lantz2, Bernard Asselain3,4,10,14, Corine Plancher10, Delphine Robert2,
Isabelle Péguillet2, Marie-Hélène Donnadieu2, Ahmed Dahmani1, Marie-Andrée Bessard1, David Gentien11,
Cécile Reyes12, Simon Saule5, Emmanuel Barillot3,4,14, Sergio Roman-Roman12, and Didier Decaudin1,13
Abstract
Purpose:Uveal melanoma is the most common primary intraocular malignant tumor in adults and is de-
fined by a poor natural outcome, as 50%of patients die frommetastases. The aim of this studywas to develop
and characterize a panel of human uveal melanoma xenografts transplanted into immunodeficient mice.
Experimental Design: Ninety tumor specimens were grafted into severe combined immunodeficient
mice, and 25 transplantable xenografts were then established (28%). Relationship between tumor graft
and clinical, biological, and therapeutic features of the patients includedwere investigated. Characterization
of 16 xenografts included histology, molecular analyses by immunohistochemistry, genetic alteration anal-
ysis (single-nucleotide polymorphism), and specific tumor antigen expression by quantitative reverse tran-
scription-PCR. Pharmacologic characterization (chemosensitivity) was also done in four models using two
drugs, temozolomide and fotemustine, currently used in the clinical management of uveal melanoma.
Results: Take rate of human uveal melanoma was 28% (25 of 90). Tumor take was independent of
size, histologic parameters, or chromosome 3 monosomy but was significantly higher in metastatic
tumors. Interestingly, in vivo tumor growth was prognostic for a lower metastasis-free survival in patients
with primary tumors. A high concordance between the patients' tumors and their corresponding xeno-
grafts was found for all parameters tested (histology, genetic profile, and tumor antigen expression).
Finally, the four xenografts studied displayed different response profiles to chemotherapeutic agents.
Conclusions: Based on these results, this panel of 16 uveal melanoma xenografts represents a useful pre-
clinical tool for both pharmacologic and biological assessments. Clin Cancer Res; 16(8); 2352–62. ©2010 AACR.
Uveal melanoma is the most common primary intraoc-
ular malignant tumor in adults. Despite the increased di-
agnostic accuracy and the development of conservative
and effective treatments on primary tumor sites, such as
plaque radiotherapy and photon beam therapy, the mor-
tality remains stable and 50% of patients die from metas-
tases that frequently involve the liver. Chemotherapy, such
as oral temozolomide and intra-arterial fotemustine used
at the metastatic stage, induces very low response rates,
14.3% and 36%, respectively, and a median survival
time of 6.7 and 15 months (1–3). No postoperative
adjuvant therapies are currently available to decrease the
risk of metastases. Several prognostic factors of dissemi-
nated relapse after initial ophthalmologic treatment have
been determined, including location with respect to the
equator, monosomy 3, and retinal detachment (4).
However, no effect of these prognostic markers on patient
care can be envisaged in the absence of effective systemic
therapies.
The growing body of knowledge about molecular and
genetics events involved in oncogenesis and tumor pro-
gression has led to the identification of new therapeutic
targets and therapeutic agents. Preclinical investigation in
relevant models is therefore mandatory to select therapeu-
tic agents before their assessment in clinical trials. To ob-
tain preclinical results with high predictive value for
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clinical trials, the choice of the tumor models on which
new compounds and novel drug combinations are evalu-
ated is critical. Human tumor fragments obtained from pa-
tients and directly transplanted into immunodeficient
mice, known as primary xenografts or tumor grafts (5),
are one category of recognized models used as tools for
preclinical assays. Xenografts are known to reproduce the
marked heterogeneity of human tumors and generally very
closely resemble the patient's tumor in terms of histopath-
ologic and molecular features, as well as response to ther-
apy (6, 7). Furthermore, procedures for assessment of
therapeutic efficacy are now well standardized and facili-
tate evaluation of combined therapies, particularly in
terms of biostatistical analysis.
This study was designed to establish a panel of primary
human uveal melanoma xenografts obtained from patient
tumor samples transplanted into severe combined immu-
nodeficient (SCID) mice. The resulting xenografts were
then characterized and compared with the patient's origi-
nal tumors, particularly in terms of molecular prognostic
markers previously identified in human uveal melanomas
and response to standard chemotherapies. Our data
indicate that these models constitute a useful and rele-
vant tool for preclinical assessment of new therapeutic
approaches.
Materials and Methods
Patients and tumor samples. Ninety tumor specimens
were obtained after enucleation of uveal melanoma, 73
from primary tumors (enucleation), and 17 from metasta-
ses. All patients had previously given their informed con-
sent for experimental research on residual tumor tissue
available after histopathologic and cytogenetic analyses.
Some specimens were fixed in acetic acid, buffered forma-
lin, alcohol solution (AFA) for further morphologic and
immunohistochemical analysis, and others were stored
in liquid nitrogen for further genomic analyses.
Data collection and statistical analysis. To define prog-
nostic factors of in vivo tumor engraftment, the following
patient characteristics were collected for the 90 cases in-
cluded: gender, age, intraocular tumor location, thickness
and diameter, retinal detachment, ciliary body and extra-
scleral tumor infiltration, primary treatment, histology,
mitotic index, monosomy 3 (for available cases), primary
tumor or metastatic sample, interval between diagnosis of
primary tumor and first metastasis, and overall survival. A
χ
2 test was used for univariate analysis. Survival curves
were estimated using the Kaplan-Meier method (8). Statis-
tical tests were two-sided and done using a 5% level of sig-
nificance using the log-rank test. Metastasis-free survival
was defined as the duration from initial diagnosis to first
metastasis, and overall survival was measured from the
date of initial diagnosis to the date of death irrespective
of the cause.
Establishment of uveal melanoma xenografts. Fresh tumor
samples obtained from pathologists were immediately
transplanted into the interscapular fat pad of two to four
non-preirradiated immunodeficient female SCID mice, 5
to 7 wk old, without any extracellular matrix preparation
under total xylazine/ketamine anesthesia. Mice were main-
tained in a specific pathogen-free animal housing (Institut
Curie) and regularly observed for tumor growth. Mice
without growing tumors 1 y after initial transplantation
were sacrificed. Animal care and housing were in accor-
dance with the institutional guidelines of the French Ethics
Committee (Ministère de l'Alimentation, de l'Agriculture
et de la Pêche, Direction de la Santé et de la Protection
Animale, Paris, France) and under the supervision of au-
thorized investigators.
At a volume of ∼1 cm3, tumors were removed and sub-
sequently transplanted to naive SCID mice. Samples were
concomitantly stored frozen in DMSO-FCS solution or di-
rectly in liquid nitrogen and fixed in AFA for further
studies. After three consecutive mouse-to-mouse passages,
the xenograft was considered to be stabilized and was sub-
mitted to the process of standard characterization, includ-
ing histopathologic, molecular, and genetic features, all of
which were compared with the patient's tumor, and in vivo
therapeutic assessments.
Histopathologic analyses. Morphologic examination was
done on each xenograft and compared with the histologic
findings of the corresponding patient's tumor. For light
microscopy examination, 4-μm-thick AFA-fixed paraffin-
embedded sections were stained with H&E safran. c-kit,
Bcl-2, and β-catenin expressions were determined by im-
munohistochemistry. Antigen retrieval was done by incu-
bating tissue sections for 20 min in 10 mmol/L citrate
buffer (pH 6.1) in an 850 W microwave oven. Tissue sec-
tions were then incubated for 30 min with anti–c-kit (poly-
clonal rabbit, CD117; DAKO), anti–Bcl-2 (monoclonal
mouse, clone 124; DAKO), or anti–β-catenin (monoclonal
Translational Relevance
The prognosis of uveal melanoma patients remains
generally poor, with a risk of metastatic relapse and
relative inefficacy of conventional chemotherapies.
New therapies, differing from classic treatments, are
therefore warranted to improve the outcome of these
patients. The treatment of cancer is continually im-
proving due to growing knowledge of oncogenesis
and the development of new targeted compounds.
Early clinical trials evaluating such candidates require
a large number of patients, are expensive, are time con-
suming, and expose patients to certain risks. In vivo
preclinical assessment of antitumor agents in relevant
animal models is a crucial step in the drug develop-
ment process. We have therefore developed and char-
acterized a panel of uveal melanoma xenografts
obtained from human primary tumors to allow pre-
clinical pharmacologic assessment and to explore the
biology of this human cancer.
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mouse, 14/β-catenin; BD Biosciences) antibodies. Antibo-
dies were diluted to 1:100 except for c-kit, which was dilut-
ed to 1:200. Staining was revealed by using the Vectastain
Elite ABC peroxidase mouse IgG kit (Vector Laboratories)
and diaminobenzidine (DAKO) as chromogen. Staining
for the various tumor samples was assessed semiquantita-
tively. An isotypic control was done by using IgG1α FITC
(1:1250 dilution; DAKO). Semiquantitative assessment
was done by estimating at ×200magnification, the percent-
age of positive neoplastic cytoplasms or nuclei defined
within the area of highest positivity chosen after scanning
the entire tumor surface at low power (10× objective).
Genomic analyses. To define the chromosome 3 copy
number and loss of heterozygosity status and to detect other
abnormalities, genetic analyses of the patients' tumors and
the corresponding xenografts were done using Affymetrix
Genome-Wide SNP Arrays 6.0. DNA was purified as
described (9), and loss of heterozygosity of chromosome
3 was detected with single-nucleotide polymorphisms
(SNP) as described (10). Data were analyzed using Partek
Genomic Suite software, version 6.4, build 6.09.0129
(Partek, Inc.) using Partek's default parameters. Fluores-
cence in situ hybridization (FISH) and array comparative
genomic hybridization (array-CGH) were done in two
samples. FISH was done on intact nuclei after dissociation
of the tumor fragment using a labeled centromeric probe
specific for chromosome 3 (Vysis, AbbottMolecular) accord-
ing to the supplier's protocol. For array-CGH, DNA extrac-
tion, labeling, and hybridization were done as previously
described (11).
Expression of tumor-specific antigens. Expression of
tumor-specific antigens was assessed by reverse transcrip-
tion-PCR on RNA extracted from both frozen patient
and tumor graft samples. Total RNA extraction was
done by centrifugation on a CsCl cushion to totally eli-
minate melanin contamination. PCR amplification was
carried out on cDNA (60 ng equivalent RNA) in the pres-
ence of 0.025 units/μL of Platinum Taq (Life Technolo-
gies), 200 μmol/L of deoxynucleotide triphosphate, and
0.4 μmol/L of each primer (12–14) in a final volume of
30 μL. After a denaturation cycle of 4 min at 94°C, ampli-
ficationwas run for 21 to 33 cycles (94°C for 1min, anneal-
ing temperature of 1 to 2 min, 72°C for 1 min) according
to Table 1 and followed by an extension cycle of 15 min
at 72°C. Serial dilutions of 60 ng of equivalent RNA
from melanoma cell lines were used for semiquantitative
determination: SK23 for Melan-A, tyrosinase, and NA17;
MZ2 cell line for MAGE1, MAGE2, MAGE3, MAGE6, and
MAGE10; LB23 cell line for MAGE4; and LB373 cell line
for LAGE1, LAGE2, andMAGE-C2. Annealing temperatures
and amplification cycles were as follows: β-actin, 65°C for
1 min for 21 cycles; NA17, 62°C for 1 min for 33 cycles;
tyrosinase, 65°C for 1 min for 25 cycles; Melan-A, 60°C
for 1 min for 24 cycles; MAGE1, 72°C for 1 min for 31 cy-
cles; MAGE2, 67°C for 1 min for 31 cycles; MAGE3, 72°C
for 1 min for 31 cycles; MAGE4, 68°C for 1 min for 31
cycles; MAGE6, 70°C for 2 min for 31 cycles; MAGE10,
65°C for 1 min for 31 cycles; LAGE1, 62°C for 1 min for
Table 1. Clinical characteristics of all uveal
melanoma patients (n = 90; univariate analysis)
and in vivo tumor take rate (%)
Patients and tumor
characteristics
Patients
(n)
Tumor take
rate (%)
P
Gender
Male 47 23.4 NS
Female 43 32.6
Age at diagnosis (y)
<60 48 50.7 NS
≥60 42 49.2
History of previous cancer
No 86 25.6 NS
(0.06)Yes 4 75.0
Primary tumor location
Anterior to equator 3 0
On equator 75 30.7 NS
Posterior to equator 11 18.2
Origin of tumor sample
Primary tumor 73 21.9 0.02
Metastatic tumor 17 52.9
Primary tumor diameter (NA = 4)
≤15 mm 18 16.7 NS
15-18 mm 27 37.0
>18 mm 41 26.8
Primary tumor thickness
≤7 mm 17 29.4 NS
7-10 mm 14 42.8
>10 mm 59 23.7
Retinal detachment (NA = 2)
No 31 38.7 NS
(0.07)Yes 57 1.0
Extrascleral invasion (NA = 5)
No 78 26.9 NS
Yes 7 28.6
Primary tumor treatment
No enucleation 17 35.3 NS
Enucleation 73 26.1
Histology (n = 73)
Epithelioid 29 31.0
Spindle 19 36.8 NS
Mixed 23 13.0
Ciliary body involvement (NA = 1)
No 53 22.6 NS
Yes 19 36.8
Extrascleral involvement (NA = 1)
No 66 27.3 NS
Yes 6 16.7
Mitotic index (NA = 9)
Nil-low 72 24.2 NS
Medium-high 7 42.8
Monosomy 3 of primary tumors (NA = 10)
No 30 20.0 NS
Yes 33 33.3
Initial treatment
Proton therapy 73 35.3 NS
Enucleation 17 26.1
Abbreviations: NA, not available; NS, not significant.
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30 cycles; LAGE2, 62°C for 1 min for 30 cycles; and MAGE-
C2, 60°C for 1 min for 30 cycles.
In vivo tumor growth and antitumor efficacy of standard
chemotherapeutic drugs. For each new tumor graft model,
in vivo spontaneous tumor growth was determined by the
growth delay after transplantation, the time to reach a tu-
mor volume of 40 to 200 mm3, and the doubling time.
For experimental therapeutic assays, female mice were xe-
nografted with a tumor fragment of 15 mm3. Mice bearing
growing tumors with a volume of 40 to 200 mm3 were
individually identified and randomly assigned to the con-
trol or treatment groups (6-10 animals per group, as de-
tailed in the tables and legends of the figures), and
treatment was started on day 1. Animals with tumor
volumes outside this range were excluded. Mice were
weighed twice a week. Xenografted mice were sacrificed
when their tumor reached a volume of 2,500 mm3. Tumor
volumes were calculated by measuring two perpendicular
Fig. 1. Prognostic effect of in vivo tumor growth on survival of uveal melanoma patients. A, overall survival of the overall study population (90 cases)
according to xenograft take. B, overall survival of patients with primary tumors according to xenograft take. C, overall survival of patients with metastatic
tumors according to xenograft take. D, metastasis-free survival for patients with primary tumors according to xenograft take.
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diameters with calipers. Each tumor volume (V) was cal-
culated according to the following formula: V = a × b2 / 2,
where a and b are the largest and smallest perpendicular
tumor diameters. Relative tumor volumes (RTV) were cal-
culated from the following formula: RTV = (Vx/V1), where
Vx is the tumor volume on day x and V1 is the tumor vol-
ume at initiation of therapy (day 1). Growth curves were
obtained by plotting the mean values of RTV on the Y axis
against time (X axis, expressed as days after start of treat-
ment). Antitumor activity was evaluated according to tu-
mor growth inhibition (TGI), calculated according to the
following formula: percent GI = 100 − (RTVt / RTVc ×
100), where RTVt is the median RTV of treated mice and
RTVc is the median RTV of controls, both at a given time
point when the antitumor effect was optimal. Fifty percent
TGI was considered to be the limit for a meaningful bio-
logical effect. Statistical significance of differences ob-
served between the individual RTVs corresponding to the
treated mice and control groups was calculated by the two-
tailed Student's t test. Growth delay index was calculated
as the time required to reach the same RTV in the treated
and control groups, at a RTV of 4.
Two cytotoxic drugs considered to be standard treat-
ment for uveal melanomas were tested, namely, fotemus-
tine (Muphoran, Servier) and temozolomide (Temodal,
Schering Plough). Fotemustine was reconstituted in the
appropriate solution according to the supplier, diluted in
5% dextrose, and administered i.p. at a dose of 30 mg/kg
every 3 wk. Temozolomide was reconstituted in water and
diluted in PBS/5% dextrose/Tween 80 (2/1/1‰) and ad-
ministered orally in a 0.3 mL volume on day 1 every 4 wk.
Mice were treated for three cycles.
Results
Establishment of xenografts. A total of 90 uveal melano-
ma samples obtained from primary tumors or metastases
were implanted s.c. into SCID mice as described in Mate-
rials and Methods. Of the 90 tumors transplanted in im-
munodeficient mice, XX gave rise to viable tumors (take
rate, 28%). Twenty-five of these tumors were shown to dis-
play uveal melanoma characteristics on histopathology.
Molecular and genetic characterization was done on
16 models obtained from 10 primary ocular tumors
(MP34/38/41/42/46/47/55/71/77/80), 5 liver metastases
(MM26/28/52/66/74), and 1 skin metastasis (MM33).
In vivo therapeutic evaluation was done on four models:
MP77, MM66, MM26, and MP38.
Clinical characteristic of the 90 patients and their effect
on the growth of the corresponding xenografted tumors are
presented in Table 1. Briefly, gender, age, history of previ-
ous cancer, and tumor parameters such as tumor site,
Table 2. Histopathologic comparison between patient tumors and corresponding xenografts
Models Histopathology Chromosome 3 Bcl-2, %
(intensity)*
c-kit, %
(intensity)*
β-Catenin, %
(intensity)*
P X P X P X P X P X
MP34 E E — L3p 70 (1) 0† 0 0 100 (3) 100 (3)
MP38 S E Isodisomy L 80 (2) 80 (2) 60 (2) 50 (1) 100 (3) 100 (3)
MP41 E E N N 90 (3) 90 (2) 0 0 100 (3) 70 (1)
MP42 S S N N ‡ 60 (1) ‡ 0 ‡ 70 (2)
MP46 E M L (FISH) Isodisomy ‡ ‡ ‡ ‡ ‡ ‡
MP47 E E L L (CGH) 80 (2) 90 (2) 10 (1) 10 (1) 100 (3) 90 (3)
MP55 M E L L 100 (3) 100 (2) 15 (1) 0 60 (2) 100 (2)
MP71 E E Isodisomy L 80 (2) 70 (2) 40 (1) 30 (2) 100 (3) 100 (3)
MP77 E E L L 60 (1) 100 (2) 0 0 90 (2) 100 (3)
MP80 M M L L 70 (1) 70 (2) 60 (2) 40 (2) 80 (2) 70 (2)
MM26 M E L L 100 (2) 75 (2) 0 0 100 (2) 100 (3)
MM28 M E — Isodisomy 100 (3) 100 (3) 20 (1) 60 (1) 100 (3) 100 (3)
MM33 E E N N 100 (2) 80 (2) 0 10 (1) 90 (1) 100 (3)
MM52 M M§ L L 70 (2) 70 (1) 80 (2) 80 (2) 80 (2) 100 (3)
MM66 E E N N 100 (2) 90 (2) 5 (1) 30 (1) 80 (2) 70 (2)
MM74 E E L L 90 (2) 90 (2) 20 (1) 40 (1) 90 (3) 80 (3)
Abbreviations: MP, xenografts obtained from primary tumors; MM, xenografts obtained from metastases; P, patient's tumor;
X, xenograft; E, epithelioid; S, spindle; M, mixed; N, normal; L, loss of heterozygosity.
*Data are expressed as % of positive tumor cells.
†Eighty percent necrosis in the tumor graft sample.
‡Major pigment overload prevented definition of the phenotype.
§Majority spindle.
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diameter and thickness, retinal detachment, and tumor
externalization were not predictive of in vivo tumor take.
Tumor growth was also independent of histologic param‐
eters, such as epithelioid or spindle cell morphology,
ciliary body involvement, mitotic index, and the presence
of monosomy 3. Inversely, the tumor take rate was signif-
icantly increased when the tumor tissues were derived from
metastases versus primary intraocular tumors, with
take rates of 52.9% and 21.9%, respectively (P = 0.02).
The 5-year overall survival of all patients included accord-
ing to the in vivo tumor growth (growth/no growth)
was 26% and 77%, respectively (P = 0.01; Fig. 1A). Tumor
take inmice was predictive of a short overall survival in me-
tastatic patients but not in primary tumor patients (Fig. 1B
Fig. 2. Histopathologic features
of four patient tumors and
corresponding xenografts. MM26:
patient (A) and xenograft (B);
MM28: patient (C) and xenograft
(D); MM66: patient (E) and
xenograft (F); MP77: patient (G)
and xenograft (H). H&E sections,
×200.
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and C). Interestingly, a significant correlation was shown
between in vivo tumor growth and the 5-year metastasis-
free survival of patients with a primary tumor (see Fig. 1D).
Histopathologic analyses. As shown in Table 2, the 16
uveal melanoma xenografts analyzed were composed of
pure epithelioid cell in 9 cases, mixed with a predomi-
nance of epithelioid cells in 5 cases, and spindle cells in
1 case. In all but one case (MP38), histopathologic analy-
ses showed a concordance between xenografts and the
corresponding patient's tumor. For xenograft MP38, tu-
mor cells were of the epithelioid type, whereas the patient
had a spindle cell tumor. This apparent discrepancy could
be explained by the presence of a small epithelioid contin-
gent not observed on the histologic section. In three other
cases of patient tumors with mixed cellularity, xenografts
(MP55, MM26, and MM28) were defined as epithelioid
cells, and in one case of a patient's epithelioid cell tumor,
the corresponding xenograft (MP46) showed epithelioid
cells, suggesting that these tumor cells may have a higher
capacity for in vivo engraftment than spindle tumor cells.
Four examples of patient tumors and corresponding xeno-
grafts are presented in Fig. 2.
To establish comparisons between xenografts and pri-
mary tumors, patient tumors, and their corresponding xe-
nografts, the expression of three proteins was determined
by immunohistochemistry for all patients and the
corresponding xenografts (i.e., Bcl-2, c-kit, and β-catenin).
The expression of these proteins was not affected by the
localized or metastatic status of the tumors. Bcl-2 expres-
sion was similar in all 14 patient tumors and their
corresponding xenografts, with a range of positive tumor
cells from 60% (MP77) to 100% (MP55 and MM28) and
an immunostaining intensity of 1 (14%), 2 (79%), and 3
(7%). A major pigment overload prevented Bcl-2 pheno-
typing in two cases. c-kit expression was heterogeneous
and varied between 0% (four patients and their
corresponding xenografts) and 80% (MM52) with a stain-
ing intensity of 1 (67%) and 2 (33%). Three xenograft and
patient tumor couples presented slight variations in c-kit
expression (MP55, MM33, and MM66). All 14 patient tu-
mors and their corresponding xenografts presented a high
level of β-catenin expression, between 70% and 100% of
tumor cells, and a staining intensity of 1 (7%), 2 (27%),
and 3 (66%), with complete concordance between tumor
grafts and primary tumors in all cases.
Genomic analyses. To validate the concordance between
patient tumors and the corresponding xenografts, genomic
analyses focused on chromosome 3 status. As shown in
Table 2, chromosome 3 status was determined by SNP ar-
ray analyses in all 16 tumor grafts and in 14 corresponding
patient tumors due to insufficient material in 2 cases.
Moreover, except for patient tumor MP49 and xenograft
MP47 analyzed by FISH and array-CGH, respectively, all
analyses were done by SNP analysis. Of the 14 cases for
which both xenograft and patient tumor were studied,
10 tumors presented loss of heterozygosity of chromosome
3 (either monosomy or isodisomy) and 4 had a normal
chromosome 3 status. A good concordance was observed
between patient tumors and their corresponding xeno-
grafts. The four tumors with disomic and heterozygous
chromosome 3 led to xenografts with a similar chromo-
some 3 status. All chromosome 3 monosomic tumors led
to monosomic xenografts. Interestingly, the two chromo-
some 3 isodisomic tumors led to monosomic xenografts.
Minor differences in the genomic profiles of a tumor and
its corresponding xenograft were also revealed by SNP ar-
rays: in xenograft MP77 (derived from a chromosome 3
monosomic tumor), a homozygous loss was observed in
3p14.2 over ∼250 kb (containing the FHIT gene, which
shows aberrant transcripts in about one half of all esopha-
geal, stomach, and colon carcinomas) and in 3q13.31 over
360 kb (containing a noncoding RNA). In xenograft MM26,
a normal DNA copy number (two copies) was observed in
3p14.1 over 260 kb (containing the microphthalmia-
associated transcription factor, which regulates differentia-
tion of melanocytes in retinal pigment epithelium).
Expression of tumor-specific antigens. To compare xeno-
grafts and primary tumors, patient tumors and their
corresponding xenografts were tested for 12 tumor-specific
antigens (i.e., MAGE1, MAGE2, MAGE3, MAGE4, MAGE6,
MAGE10, MAGE-C2, LAGE1, LAGE2, NA17, tyrosinase,
and Melan-A). As shown in Supplementary Table S1, no
MAGE and LAGE antigens were significantly expressed in
either the patient tumors or their corresponding
xenografts, except in two cases (patient tumor MP41 ex-
pressed LAGE2 <4% in comparison with 20-100% for
the corresponding xenograft; patient tumor MP55 ex-
pressed MAGE1 to MAGE6 and no MAGE10, MAGE-C2,
and LAGE1, whereas the corresponding xenograft ex-
pressed all MAGE and LAGE antigens except for MAGE-
C2). Melan-A was expressed in all patient tumors and
corresponding xenografts, with variations in the expres-
sion level in four cases (MP34, MP41, MP42, and
MP46). NA17 was expressed in all cases. Finally, the level
of expression of tyrosinase was similar between patient
tumors and their corresponding xenografts, except in
Fig. 3. Effects of fotemustine and temozolomide in the four human uveal melanoma xenografts: MP77 (A and B), MM26 (C and D), MM66 (E and F), and
MP38 (G and H). A, C, E, and G, fotemustine (•) was administered i.p. at a dose of 30 mg/kg every 3 wk. Mice in the control groups (○) received 0.2 mL
of the drug-formulating vehicle with the same schedule as the treated animals. B, D, F, and H, temozolomide (▪) was administered orally at a dose of
40 mg/kg day 1 to day 5 every 28 d. Mice in the control groups (□) received 0.3 mL of the drug-formulating vehicle with the same schedule as the treated
animals. Treatments started when subcutaneous growing tumor volumes were 63 to 400 mm3. Tumor growth was calculated by measuring two
perpendicular diameters with calipers. Tumor volume and RTV were calculated as described in Materials and Methods. Growth curves were obtained
by plotting mean RTV against time. Bars, SD. Fotemustine (n = 8-9 mice) and corresponding fotemustine control group (n = 8-10 mice); Temodal
(n = 6-10 mice) and corresponding Temodal control group (n = 6-10 mice).
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four cases (MP46, MP77, MM66, and MM74). A very
marked difference was observed in one case (i.e., MM66)
for which the patient's tumor did not express tyrosinase,
whereas the xenograft expressed a level of 100%. However,
it should be noted that for this tumor, derived from a
liver metastasis, the patient's corresponding primary
tumor expressed a high level of tyrosinase antigen (i.e.,
100%), as in the metastasis-derived xenograft (data not
shown).
In vivo tumor growth and antitumor efficacy of standard
chemotherapeutic drugs. The characteristics of spontaneous
tumor growth of the 16 characterized xenografts are
shown in Supplementary Table S2. The main features were
as follows: (a) the growth delay after initial transplanta-
tion ranged from 1 to 18 months; (b) after in vivo stabili-
zation and serial transplantations, the time from
transplantation to a tumor size of 60 to 200 mm3 ranged
from 20 days (MP77) to 132 days (MP38); and (c) the
doubling time measured between 500 and 1,000 mm3
ranged from 5 days (MP77) to 100 days (MP47).
Finally, to further characterize the established xenograft
models, extensive therapeutic experiments with fotemus-
tine and temozolomide, currently used in the treatment
of metastatic uveal melanoma, were done. Four xenografts
were chosen for pharmacologic characterization (Fig. 3;
Table 3): xenograft MP77 obtained from a patient's prima-
ry tumor and displaying monosomy 3, xenograft MM26
obtained from a liver metastasis also displayed monosomy
3, xenograft MM66 obtained from a liver metastasis and
defined by a disomy 3 status, and xenograft MP38 ob-
tained from primary tumor with monosomy 3. In vivo re-
sponses to chemotherapy are shown in Fig. 3. For xenograft
MP77, fotemustine and temozolomide were both cytotox-
ic, with optimal TGI of 100% and 97% and a growth delay
index of 21.3 and 13.8 days, respectively (Fig. 3A and B).
Both cytotoxic agents induced complete regression of the
tumors in 89% and 87% of treated mice, respectively.
However, in both situations, tumor relapse occurred after
a median time of 58 days after fotemustine administration
and 36 days after temozolomide treatment. Similarly, fote-
mustine and temozolomide were both highly effective on
xenograft MP38, with an optimal GI of 100% and 97%, re-
spectively (Fig. 3C and D). Optimal GIs induced by fote-
mustine and temozolomide on xenograft MM26 were
86% and 95%, respectively (Fig. 3E and F). Finally, no
complete remission was observed after either treatment
on xenograft MM66: fotemustine and temozolomide were
less effective in this model, with an optimal GI of 65% and
86% and a growth delay index of 1.2 and 1.8, respectively
(Fig. 3G and H). No complete remission was observed after
either treatment.
Discussion
The aim of this study was to establish a panel of repre-
sentative xenografts obtained from human uveal melano-
mas and to constitute a pharmacologic tool for drug
efficacy evaluation. These tumor grafts were obtained by
transplantation of human primary tumors or metastases
into immunodeficient mice. Such validated tumor grafts
could then be useful to test the antitumor efficacy of
new agents or drug combinations to improve the clinical
outcome of uveal melanoma patients. Various uveal mel-
anoma models have been developed, mainly by inocula-
tion into mice, rats, or rabbits of various established
human cell lines obtained from primary or metastatic tu-
mors, such as 92-1, SP-6.5, OCM-1, OCM-2, OCM-3,
OCM-8, IPC227, OM431, C918, and M619 cells (15). Var-
ious injection modalities have also been used in orthoto-
pic (16–18) and nonorthotopic situations (19). Similarly,
a few genetic engineering models have been obtained by
transforming uveal cells with oncogenic viruses (20). Pri-
mary tumor growth was observed in the retinal pigment
epithelium and in metastatic lesions. One therapeutic ex-
periment (dacarbazine and external beam irradiation) has
already been reported (21). However, the prevalence of
mice developing tumors remains low (i.e., ∼20%) and in-
sufficient for preclinical pharmacologic screening. Finally,
two research teams have each developed a primary human
tumor xenograft (16, 22). Establishment of a large panel
Table 3. In vivo efficacy of fotemustine and temozolomide in the four human melanoma xenografts tested
Models Treatments GDI (d) TGI (%) CR/total mice (%) Median CR duration (d)
MP77 Fotemustine 13.8 100 (15) 8/9 (89) 58
Temozolomide 21.3 97 (14) 7/8 (87) 36
MP38 Fotemustine >3.75 100 (73) 7/9 (66) (>48-30)
Temozolomide >2 97 (66) 0/9 (0) —
MM26 Fotemustine 2.8 86 (44) 0/8 (0) —
Temozolomide 5.1 95 (59) 0/10 (0) —
MM66 Fotemustine 1.2 65 (49) 0/8 (0) —
Temozolomide 1.8 86 (15) 2/6 (33) 5
Abbreviations: GDI, growth delay inhibition defined as the time required to reach the same RTV in the treated group and the control
group (usually at a RTV of 4); CR, complete remission.
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of uveal melanoma models therefore constitutes an essen-
tial step for preclinical experiments.
Ninety human uveal melanoma fresh tumors were
grafted into SCID immunodeficient mice, and 25 tumor
grafts were obtained (28%). Univariate analyses of prog-
nostic factors for in vivo tumor growth showed that the or-
igin of the patient's tumor samples was the only parameter
significantly correlated with tumor take. Heegaard et al.
(22) obtained only one tumor after eight grafts (13%).
This tumor was histologically a mixed cell tumor, as was
the patient tumor from whom the xenograft was estab-
lished. The authors considered that the low tumor graft
could be due to the stromal content of the tumor that
might influence the take rate. The tumors investigated all
had very scant stroma, which may have affected tumor nu-
trition immediately after transplantation and may have re-
sulted in the low take rate.
In other human cancer types (i.e., breast cancers), pejo-
rative clinical and biological factors are associated with an
increased in vivo tumor take (6, 23, 24). As reported with
other cancers (25), in vivo tumor growth in this study pop-
ulation constituted a predictive factor for overall survival
and, in nonmetastatic patients, for metastasis-free survival.
This observation could therefore be the basis for molecular
studies in the two groups of tumors discriminated by their
capacity to grow in immunodeficient mice.
Tumor graft characterization constitutes the first step of
validation of the model and comprises histopathologic
analyses done concomitantly in both tumor grafts and
the corresponding patient tumors by a pathologist experi-
enced in the field of human cancer. A very good concor-
dance was observed between the histologic features of the
patient's tumor and the corresponding xenografts. However,
in a few cases of mixed or spindle cell uveal melanoma, an
epithelioid uveal melanoma was diagnosed in the xeno-
graft, suggesting that these tumor cells have a better
capacity to survive and grow in mice, as reported by Liggett
et al. (26). This observation is concordant with the fact
that epithelioid uveal melanoma has a poorer prognosis
than other forms (4, 27, 28). Immunohistochemical stud-
ies showed that xenografts preserved the characteristic
properties of the patient's tumor. Bcl-2, previously shown
to be highly expressed in uveal melanoma (29, 30), was
expressed in all cases studied. The expression of c-kit,
β-catenin, and tumor-specific antigens, studied in patient
tumors and the corresponding tumor grafts, showed very
few discordances, suggesting relative stability of tumor cell
characteristics during the in vivo transplantation process.
β-Catenin, described as a biomarker involved in class 2
tumor metastasis signature (27, 31, 32), was strongly
expressed in all uveal melanoma samples and may explain
the relatively high risk of metastatic disease for uveal mel-
anoma patients.
Biological characterization of the models was completed
by evaluating the response of four tumor grafts to conven-
tional chemotherapy used in metastatic uveal melanoma
patients (i.e., temozolomide and fotemustine). Three of
the four models studied showed high sensitivity to treat-
ment, with complete remissions but constant and rapid
progression after stopping treatment. A similar situation
was observed in uveal melanoma patients for whom the
overall response rate after temozolomide and fotemustine
administered in the metastatic setting was 14.3% and
36%, respectively, with a median response duration of
1.84 and 11 months (1–3, 33, 34). All these data therefore
suggest that these uveal melanoma tumor grafts correlate
with the clinical outcome of metastatic uveal melanoma
patients and can be used for preclinical pharmacologic as-
sessments. Moreover, the high complete remission rate in
one model (MP77) is of particular interest to evaluate
therapeutic compounds that could be concomitantly com-
bined with chemotherapy or administered as adjuvant
treatment, with a main readout defined as the relapse rate
in both situations.
In conclusion, the present study describes a new panel
of uveal melanoma tumor xenografts, corresponding to
the clinical outcome observed in patients. Such a panel
could therefore be useful for preclinical therapeutic experi-
ments and for screening of new molecular markers of re-
sponse and resistance. To improve the accuracy of our
established models, as previously reported with other tu-
mor cell lines (18, 35), we are currently developing ortho-
topic and/or liver metastatic tumors that might more
closely mimic the natural characteristics and natural histo-
ry of human uveal melanoma.
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Table S1: Tumor-specific antigen mRNA expression (supplementary data) 
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MP34 
+++ ++++ +++ + 0 0 0 0 0 0 0 0 
+++ + ++++ +++ +/- +/- 0 0 +/- 0 0 0 
MP38 
++++ ++++ ++++ +++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
+++ +++ +++ +++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
MP41 
+++ +++ +++ + 0 0 0 0 0 0 +/- 0 
+++ +++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 ++ 0 
MP42 
+++ ++ +++ ++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
+++ +++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
MP46 
+/- +++ +/- +/- 0 0 0 0 0 0 0 0 
++ ++++ ++++ +++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
MP47 
+++ +++ +++ +++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
++ +++ +++ +++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
MP55 
++ +++ ++ ++ +/- +++ ++ +/- +++ 0 0 0 
++ ++ ++++ ++++ +++ +++ +++ +/- +++ +/- 0 ++ 
MP71 
++ +++ +++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
+++ ++++ ++++ ++++ +/- +/- 0 0 +/- 0 0 0 
MP77 
++ +++ + ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
+++ +++ 0 ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
MP80 
+++ +++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
++ +++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
MM26 
+++* ++++ +++ +++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
+++ +++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
MM28 
+++ +++ ++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
+++ +++ +++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
MM33 
++++ ++++ ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
+++ +++ +++ +++ 0 0 0 0 0 0 +/- 0 
MM52 
+++   +++   +++   ++++  0 0 0 0 0 0 0 0 
++ +++  ++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
MM66 
+++ +++ 0 +++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
+++ +++ +++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 
MM74 
+++   +++   0 +++   0 0 0 0 0 0 0 0 
+++  +++  +  ++++  0 0 0 0 0 0 0 0 
+/-: < 4% of tumors;  +: 20%;  ++: 20-100%;  +++: 100%;  ++++: > 100%.  
* Data are presented consecutively for the patient s tumor and the corresponding xenografts.
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Table S2: Spontaneous tumor growth of uveal melanoma xenografts (supplementary data) 
 
 
Models 
Growth delay after 
initial transplantation 
(months) 
Growth time to reach a 
tumor volume of  
60-200 mm
3
 (days) 
Doubling time  
(days) 
 
MP34 18.5 35 34 
MP38  3.5 132 20 
MP41 7.5 120 26  
MP42 4 101 40 
MP46 12.5  40 36  
MP47 7 110  100 
MP55 5 30 22 
MP71 7 88 55 
MP77 3.5 20  5 
MP80 2  46 10 
MM26  6.5 32 10 
MM28  5 68 36 
MM33 1 42 18 
MM52 6 66  20 
MM66 1 30 18 
MM74 1.5  60 16 
 
 
 
 
 
         
 
 
7.2. RÉSULTATS
7.2.2 Caractérisation desmodèles murins par analyse transcriptome et gé-
nome
Après la caractérisation des données aux niveaux histologique, génique, sur les chro-
mosomes d’intérêts dans le mélanome de la choroïde (principalement le chromosome 3
[Trolet et al., 2009]), ou encore concernant l’expression d’antigènes tumoraux ou leur
comportement en réponse à des chimiothérapies, présentée dans le papier précédent,
des analyses haut-débit on été réalisées sur ces modèles. Le génome des patients et
des xénogreffes correspondantes a été analysé sur puces Affymetrix Human Genome
Wide SNP6.0, le transcriptome sur puces Affymetrix Human Exon 1.0 ST et le protéome
sur puces RPPA (Reverse Phase Protein Arrays).
En parallèle, des recherches de mutations ont été effectuées suite aux récentes pu-
blications parues dans le domaine chez ce mélanome (sous-unité α des protéines G,
GNAQ et GNA11).
L’analyse du protéome est en cours sur la plateforme du département de Transfert de
l’Institut Curie en charge de ce type de données et fera l’objet d’une autre publication.
Les données de génome, transcriptome et des mutations sont quant à elles analysés
et les résultats obtenus sont en cours d’écriture.
J’ai effectué les analyses des données génome et transcriptome afin de comparer
les patients d’origine et les xénogreffes associées, ainsi que les différents passages des
xénogreffes entre eux. Les résultats sont présentés sous forme d’article.
Nota Bene : L’article présenté est en cours de préparation et sera modifié avant sou-
mission pour publication.
PUBLICATION
« Genetic, genomic, and transcriptomic validation of primary human uveal me-
lanoma xenografts »
Laurent C, Gentien D, Piperno-Neumann S, Némati F, Desjardins L, Mariani P, Rapinat
A, Sastre-Garau X, Couturier J, Hupé P, Roman-Roman S, Stern MH, Barillot E, Saule S,
Decaudin D In preparation.
RESUME EN FRANÇAIS
Historiquement, le mélanome de la choroïde était traité par énucléation, radiation ou
autres. Les nouvelles thérapies conservatrices telles que la protonthérapie permettent
de réduire le nombre d’énucléations. Avec le développement de ces nouvelles thérapies,
il est important de pouvoir valider l’efficacité de différentes molécules sur des modèles
animaux pertinents. Dans une étude précédente, l’établissement et la caractérisation de
modèles de xénogreffes de mélanomes uvéaux transplantés dans des souris immunodé-
ficientes ont été présentés [Némati et al., 2010].
L’objectif de cette étude est de comparer les tumeurs oculaires des patients et les
xénogreffes correspondantes selon leurs profils génétiques, transcriptomiques et muta-
tionnels. Le but est de confirmer si ces modèles murins de mélanomes choroïdiens sont
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bien représentatifs des tumeurs des patients d’origine, afin de les valider comme outils
précliniques dans des évaluations pharmacologiques et biologiques.
Parmi les 16 modèles décrits, 42 échantillons d’ADN issus de tumeurs de patients
et de leur xénogreffes ont été analysés sur puces Affymetrix GeneChip R© Genome-Wide
Human SNP6.0 arrays et 50 échantillons d’ARN ont été analysés sur puces Affymetrix
GeneChip R© Human Exon 1.0 ST arrays.
Les profils génomiques révèlent une très bonne concordance entre les tumeurs des
patients et les xénogreffes associées. L’analyse des profils d’expression met en évidence
des gènes différentiellement exprimés entre les tumeurs des patients et les xénogreffes
correspondantes. Ces gènes sont impliqués dans le système immunitaire ou la matrice
extra-cellulaire et leur différence d’expression est principalement due au changement
d’hôte. Une fois établis dans la souris, les profils d’expression des xénogreffes sont
stables.
Cette étude semble donc indiquer que cet ensemble de 16 modèles de xénogreffes
représente un outil pertinent dans l’étude du mélanome de la choroïde. Il s’agit d’un
outil préclinique intéressant pour sélectionner des molécules qui présenteraient des effets
prometteurs dans le traitement de ce cancer.
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ABSTRACT  
 
Rationale: Uveal melanoma (UM) is marked by the occurrence of liver metastases in 
50% of patients, without any curative treatment. New therapeutic strategies are therefore 
warranted, and require to be previously evaluated in relevant and predictive preclinical 
models in this rare tumor.  
 
Objectives: We have developed a panel of UM xenografts and performed a first 
comparative characterization with their corresponding SDWLHQW¶VWXPRUV,QWKLVVWXG\ZH
have completed this characterization by determination of their genetic, genomic, and 
gene expression profiles.  
 
Findings: Sixteen UM xenografts at different in vivo passages and their corresponding 
SDWLHQW¶VWXPRUVKDYe been included in the study. Mutations of GNAQ, GNA11, GNAS, 
GNA15, BAP1, and BRAF genes, genomic and gene expression Affymetrix Arrays have 
been assessed. &RPSDULQJ[HQRJUDIWV WR WKHLURULJLQDWHGSDWLHQW¶V WXPRUVDPSOHVDQG
xenografts to themselves at different and later in vivo passages, we have shown that UM 
tumorgrafts well reproduce human UM.  
 
Conclusions: Genetic, genomic, gene and protein expression profile characterization of 
our UM xenografts showed a high conservation of their molecular features during their in 
vivo transplantation process and in vivo maintain. We therefore consider that they 
constitute relevant preclinical tools for pharmacological experiments.   
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INTRODUCTION 
With 6 new cases per million per year, uveal melanoma (UM) remains the most 
frequent ocular primary tumor in adults. Despite a local control rate of 95% at 10 years, 
over 50% of UM patients will die of metastases, restricted to the liver for 90% of them. 
Very few studies are dedicated specifically to metastatic UM patients, and only 80 
publications from the last 30 years with data on the efficacy of treatments were identified 
by Augsburger and colleagues in a recent meta-analysis (Augsburger). In a 
retrospective series of 470 consecutive metastatic patients managed at the Institut Curie 
between 2000 and 2008, we have observed a median overall survival of 13 months, with 
a statistically significant difference according to the first treatment in the metastatic 
setting, i.e. 28 months for surgery, 12 months for any systemic treatment, and 4 months 
for a best supportive care (Piperno-Neumann et al, ESMO 2010). Moreover, very few 
studies focused on metastatic UM patients were prospective clinical trials, without any 
randomized phase III trial, confirming the lack of effective therapies in this rare cancer. 
Clinical and pathological risk factors for metastasis include age at diagnosis, 
largest tumor diameter and thickness, anterior location, ciliary body involvement, retinal 
detachment, extra-scleral extension, and epithelioid cell type. More recently, genome-
wide techniques of genomic and gene expression profiling make possible to study 
tumors on a systematic basis and to improve the characterization of high-risk UM. In 
this, genetic features as monosomy 3, amplification of 8q, and multiple genomic 
alterations have been shown to be poor prognostic parameters (Prescher et al, 1996; 
Trolet et al, 2009). Moreover, the gene expression signature from Onken and colleagues 
identified two molecular classes of UM with low risk (Class 1) and high risk (Class 2) of 
metastasis (Onken et al, 2007). Finally, mutations in the GNAQ/GNA11 genes activating 
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the MAP kinase pathway (Onken et al, 2008, Van Raamsdonk et al, 2009-2010) and in 
the BAP1 (BRCA1-associated protein 1) gene (Harbour) have recently been described 
in UM. As GNAQ and GNA11 mutational status do not impact the outcome of UM 
patients (Bauer et al, 2009; Van Raamsdonk, 2010), BAP1 mutations have been 
correlated to the high risk metastatic Class 2 patients (Harbour). Systematic genetic 
analysis of primary tumors is therefore recommended for the next years, either by 
transvitreal or transcleral access for posterior and anterior tumors, respectively, in the 
prospect of future adjuvant trials based on new identified biological targets. 
 In order to improve UM SDWLHQW¶Voutcome, new therapies are therefore warranted. 
However, because of the very small incidence of the disease, it appears not possible to 
multiply clinical trials for testing efficacy of innovative therapeutic approaches 
administered alone or in combinations. It is therefore strongly necessary to develop 
preclinical models that well reproduce molecular features of human UM and possess a 
high predictive value for clinical efficacy in patients. One main category of preclinical 
cancer models generally used in preclinical investigations are xenografts obtained 
human tumor fragments directly transplanted into immunodeficient mice, without an 
intermediate in vitro SDVVDJH UHFHQWO\ FDOOHG ³7XPRUJUDIWV´ [Garber]. Tumorgrafts 
accurately reproduce the marked heterogeneity of human cancers, particularly when 
large panels of a specific tumor type are available. Furthermore, procedures for 
assessment of therapeutic efficacy have been well standardized and readily allow 
evaluation of combined therapies, particularly for the purposes of objective biostatistical 
assessment. We have recently reported the establishment and characterization of UM 
xenografts obtained from patient tumor samples (primary intraocular tumors after 
enucleation or metastases) [Némati]. Our first characterization included comparative 
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KLVWRSDWKRORJLFDO DQDO\VHV RI ERWK [HQRJUDIWV DQG FRUUHVSRQGLQJ SDWLHQW¶V WXPRUV DV
well as determination of few molecular markers and status of the chromosome 3. 
 The aim of this study was to complHWH PRGHO¶V FKDUDFWHUL]DWLRQ DW WKH JHQHWLF
genomic and gene expression levels. Comparing xenografts to WKHLURULJLQDWHGSDWLHQW¶V
tumor samples, and xenografts to themselves at different and later in vivo passages, we 
have shown that UM tumorgrafts well reproduce human UM in a individual fashion 
SDWLHQW¶V WXPRUDQGFRUUHVSRQGLQJ[HQRJUDIWDQGLQDFROOHFWLYH IDVKLRQSDQHORI80
models), and are strongly stable during their in vivo maintain into immunodeficient mice. 
In particular, we have observed that signaling pathways usually up-regulated in human 
UM are also activated in UM xenografts, showing that our models constitute relevant 
preclinical tools to study new therapeutic strategies.  
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RESULTS 
 
Mutational status 
 In a first time, we have studied DQGFRPSDUHGJHQHPXWDWLRQV LQERWKSDWLHQW¶V
tumors and corresponding xenografts at different in vivo passages. Concerning G 
proteins GNAQ and GNA11, mutations have been found in 5 and 10 cases among the 
16 studied xenografts, respectively, with a total concordance between xenografts, 
ZKDWHYHUSDVVDJHVDQGWKHLURULJLQDWHGSDWLHQW¶V tumors (Table 3). GNAS and GNA15 
were not found mutated when tested on wild type GNA11 and GNAQ. In a larger study 
GDWD QRW VKRZQ HTXLYDOHQW QXPEHU RI SDWLHQW¶V *1$ RU *1AQ mutated and wild 
type were screened for GNAS and GNA15, and all tumor samples were GNAS and 
GNA15 wild type. Overall, 94% of studied xenografts had either exclusive GNAQ or 
GNA11 mutation, that proportion being quite similar to the observations reported in UM 
patients. GNAQ mutations that have been found were mainly missense mutation in exon 
5 (c.626A>C) changing a Glycine to a Proline leading an important modification of alpha 
subunit (Grantham distance calculated by Alamut: 76). Furthermore, one of 5 primary 
tumors has also a missense mutation in exon 5 (c.631T>A), leading to a fine predicted 
modification of the alpha subunit: p.Ser211Thr (Grantham distance: 58). GNA11 
mutations were mostly found in exon 5 on the same Gln209.12 of 13 primary tumors and 
2 of 2 were missense mutations (c.626 a>T), leading a moderate physicochemical 
difference between Gln and Pro (Grantham dist.: 76). Furthermore in one of the 13 
primary tumors a missense mutation in exon 4 of GNA11 was found: (c.547C>T), 
modifying the arginine at position to a cysteine. This mutation is predicted as a large 
physicochemical difference between (Grantham distance: 180). Concerning BAP1 
7 
 
mutation, we have detected 6/16 mutated xenografts (38%), also with a complete 
concordance with the mutationaOVWDWXVRIWKHFRUUHVSRQGLQJSDWLHQW¶VWXPRUV (Table3).  
Frameshift truncated mutations were found in 4 models (MM065; c.1717del, 
p.Leu573TrpfsX3, MP042: c.662del p.Glu221GlyfsX10, MP047: c.862_920del, 
p.Ala288GlnfsX90, MM074: c.790del, p.Arg264GlufsX2). A nonsense mutation was 
found in MM052 (c.781C>T, p.Gln261X). A missens mutation was found in samples 
(c.516C>G, p : Ser172Arg). A non truncated mutation was detected in MP055 modifing 
the aminoacid 172, a serine to an arginie. Finally the MP038 was mutated due to a 
deletion of 14pb deteted in intron 2 (c.68-9_72del) leading eventually to a lost of a splice 
site.  For two models (MP047 and MM074) cell lines were not mutated contrary to early 
passages WXSHX[DSSRUWHUGHVLQIRVXSSOIDULED« 
 
 
Finally, no BRAF mutation have been found, as largely reported in UM patients.  
 In a second time, we have evaluated whether mutational status could impact the 
in vivo JURZWK LQWR PLFH RI WUDQVSODQWHG SDWLHQW¶V WXPRUV 2YHUDOO 52 samples (41 of 
primary tumors and 11 of metastases) xenografted into SCID mice were available for 
genetic analyses. Among these samples, 22/41 primary tumors have grown after in vivo 
transplantation, and 4/11 metastases. As shown in the Table 1, we have observed a 
significant lower proportion of GNAQ-mutated tumors that are able to grow into mice (p 
< 10-3) and, inversely, a significant higher proportion of GNA11-mutated tumors that 
have grow after in vivo transplantation (p < 0.05). None difference has been observed in 
the mutational status of BAP1 between tumors that have grown into mice and tumors 
that failed to grow. All data are presented in the Table 2S (Supplementary data).   
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Chromosomal aberrations of high risk datasets 
 Fourty-two uveal melanoma samples were analyzed on SNP arrays, in which 13 
SDWLHQW¶V WXPRUV24 xenografts at very early (n=11), early (n=8), and late (n=5) in vivo 
passages, and 5 xenograft-derived UM cell lines. Detection of copy number alterations 
revealed that 19 tumors (45%) presented a loss of chromosome 1p, 24 tumors (57%) a 
gain of 1q, 31 tumors (74%) a loss of 3, 16 tumors (38%) a gain of 6p, 32 tumors (76%) 
a loss of 6q, 34 tumors (81%) a loss of 8q, and 26 tumors (62%) a loss of 16q (Figure 1). 
Moreover, 31 tumors (74%) were defined by at least multiple genomic alterations of 
chromosomes 3 and 8, as previously associated with high risk uveal melanomas 
(Häusler, 2005; White, 2006; Trolet, 2009). Such an observation is concordant with our 
first report showing that in vivo tumor growth of UM samples was significantly correlated 
to a low metastatic-free survival of patients with a primary intraocular tumor (Némati).  
 
Good conservation of genomic profiles 
 As previously mentioned, one main objective of our study was to evaluate the 
genomic stability of the tumors during the in vivo transplantation process RISDWLHQW¶V80
and the in vivo maintain of UM xenografts. For 5 models (MM066 / MM074 / MP038 / 
MP055 / MP071), patient¶s tumors and corresponding P1 and P4 xenografts were 
available. The comparison of chromosomal aberrations in these paired samples 
observed in Figure 2A suggested a high conservation of genomic profiles from tumor 
patients to xenografts at very early and early in vivo passages in mice. Moreover, very 
few genomic alterations occurred in xenografts between P1 and P4. Two examples are 
shown in the Figure 2B and 2C. Similarly, when tumor DNA was available at a late 
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passage (P9), we have also observed a good conservation of the genomic profiles 
REVHUYHG LQRULJLQDWLQJSDWLHQW¶V WXPRUV (4 models) (Figure 2D). Interestingly, the very 
long delays between the first and the 9th transplantations that ranges between XX and 
XX months, underline the high genomic stability of our primary human UM xenografts. 
The MM066 model, for which DNA was available at all in vivo passages, was shown in 
the Figure 3B). We have also compared chromosomal aberrations of the 5 xenograft-
derived UM cell lines (MM074 / MP038 / MP041 / MP074 / MP065) to their 
FRUUHVSRQGLQJ SDWLHQW¶V WXPRUV VKRZLQJ numerous new alterations and more altered 
genomic profiles in cell lines (Figure 2E).   
 To evaluate the good concordance within tumors compared to others, the 
correlation based on smoothing copy number value from 41 samples (all models except 
MP046 where only passage 1 xenograft sample is available) was calculated. Heatmap 
representing correlation coefficient was presented in the Figure 3A. Each group of 
models was separated by purple line and a perfect correlation is observed per sample 
on the median line. &RPSDULVRQ RI SDWLHQW¶V WXPRUV DQG FRUUHVSRQGLQJ [HQRJUDIWV
showed high similarities, with a total correlation score of 0.89. Samples per model were 
clearly well correlated compared to others from datasets. The comparison by 
Kolmogorov-Smirnov test of correlations calculated on all samples and correlations 
calculated on data per models revealed a significantly different distribution (p < 2.2e-16). 
This observation was only available for patient¶s tumors and their corresponding 
xenografts. Indeed, concerning xenograft-derived UM cells, except for model MP038 
where all samples presented a strong similarity, the four remaining cell lines were not 
well correlated to their corresponding tumor¶s samples. Such an observation was 
confirmed by  a hierarchical clustering on copy number information. Indeed, as shown in 
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the Figure 3B, a strong proportion of xenografts clustered to their corresponding 
SDWLHQW¶V WXPRUV 12/16 models, 75%), but only one UM cell line among five 
appropriately clustered. Interestingly, 4 among 5 xenograft-derived cell lines clustered 
together, suggesting that in vitro culture may induce recurrent genomic alterations.  
 Finally, allele frequency was also available with SNP6,0 microarrays, as shown in 
the Figures 2B and 2C. Our results did not focus on this part of information, but as for 
copy number profiles, patients' tumors and their corresponding xenografts revealed 
same allele frequency profiling (data not shown).  
 Main genomic alterations of each xenograft are presented in the Table 2S 
µ6XSSOHPHQWDU\GDWD 
 
Gene expression profiles from intraocular and metastatic UM samples 
 Fifty uveal melanoma samples were analyzed on Affymetrix GeneChip® Human 
Exon 1.0 ST arrays LQ ZKLFK  SDWLHQW¶V tumors, 33 xenografts at very early (n=16), 
early (n=13), and late (n=4) in vivo passages, and 5 xenograft-derived UM cell lines. In 
addition to genomic profiles, we evaluated the stability of gene expression profiles 
among SDWLHQW¶Vtumor samples and their corresponding xenografts. Because of the two 
different tumor origins, i.e. from intraocular and metastatic lesions, we first evaluated by 
clustering if all models could be analyzed together. Hierarchical clustering on the 12 
samples from patients' tumors performed on all 22517 genes demonstrated mixed data 
with no organ bias (data not shown). We therefore considered all data together. 
 
Comparison of the gene expression profiles between SDWLHQW¶V tumors and their 
corresponding xenografts  
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 Hierarchical clustering was performed on the 10 models for which RNAs from 
SDWLHQW¶V WXPRU DQG [HQRJUDIWVDW YHU\ HDUO\DQG ODWH in vivo passages were available 
exhibitedVKRZLQJWKDWSDWLHQW¶VWXPRUVDQG[HQRJUDIWVZKDWHYHUSDVVDJHVFOXVWHUHG
together (50%) and that 9 xenografts/P1 and xenografts/P4 clustered together (90%) 
(Figure 4A). RNAs from xenografts/P9 were available for only 4 models in which RNAs 
IURPSDWLHQW¶V80ZHUHQRWDYDLODEOHpreventing the analysis of this late passage due to 
lack of statistical power. Moreover, for 5 models, xenograft-derived UM cells are 
DYDLODEOHDQGZHUHFRPSDUHGWRSDWLHQW¶V80DQG[HQRJUDIWV Despite the small amount 
of samples, comparison between xenograft-derived UM cells DQGSDWLHQW¶V WXPRUVDQG
xenografts revealed that these samples are more different from patients and xenografts 
(3,72% genes are differentially expressed between cell lines and patients, 1,01% and 
1,35% in the comparison with xenografts/P1 and P4 respectively). These results are 
consistent with genomic comparison. 
 As shown in the Table 2, analyses identified about 700 genes differentially 
expressed between patient¶s tumors and xenografts (P1 and P4), representing 3% of the 
genes available on the microarrays. In contrast, we have observed that no gene was 
differentially expressed (FDR < 0.01) between xenografts at very early and early in vivo 
passages. Among the 700 differentially expressed genes EHWZHHQ SDWLHQW¶V 80 DQG
xenografts, about 2/3 were over-expressed in SDWLHQW¶V tumors and 1/3 were over-
expressed in xenografts (Table 2). Enrichment analysis of these differentially expressed 
genes by hyper-geometric tests revealed an over-expression in the immune system, 
extra-cellular matrix and angiogenesis biological process categories in patient¶s tumors 
compared to xenografts and an over-expression in the cell cycle, DNA repair and kinase 
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activity biological process categories in xenografts compared to patient¶s tumors (Table 
3).  
 Such down-expression of genes belonging to the immune system, extracellular 
matrix and angiogenesis may be the consequence of the fact that stroma cells are of 
KXPDQRULJLQLQSDWLHQW¶VWXPRUVDQGRIPRXVHRULJLQLQ[HQRJUDIWVDQGPD\H[SODLQWKH
UHODWLYHORZFOXVWHULQJRISDWLHQW¶VWXPRUVDQG[HQRJUDIWVTo evaluate the importance of 
these genes in the comparison, we therefore excluded from microarray genes related to 
the immune system, extra-cellular matrix and angiogenesis (Gene Ontology annotation), 
resulting in the analysis of 17637 genes from 22517 in original data. In such conditions, 
SDWLHQW¶VWXPRUVDQG[HQRJUDIWVZKDWHYHUSDVVDJHVFOXVWHUHGWRJHWKHUDQGDOO
xenografts/P1 and xenografts/P4 clustered together (100%) (Figure 4B). Differential 
analysis on these remaining genes revealed a variation of about 1% of the genes 
between patient¶s tumors and xenografts (Table 4). 
  
Clinical prognostic significance of the genes up-expressed into xenografts 
 In a first time, we have studied the expression of the 12 genes involved in the 
metastatic signature reported by Onken (Onken 2007) in all included tumor samples. 
These samples could be divided in 3 categories, one from primary intraocular UM and 
corresponding xenografts for which no metastatic occurrence within 24 months after 
initial diagnosis has been observed in patients (MP041/MP055/MP065), one other from 
primary intraocular UM and corresponding xenografts for which metastatic relapse within 
24 months after initial diagnosis has been observed in patients 
(MP034/MP038/MP042/MP046/MP047/MP071/MP077/MP080), and the third one from 
metastatic UM (MM026/MM033/MM052/MM066/MM074). As shown in the Figure 5A, we 
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could not differentiate the first category from the two other ones, suggesting that all 
tumor samples probably correspond to patients with a worse clinical outcome. Such an 
observation is concordant with our previous report where we have observed that tumor 
take in mice was predictive of a short overall survival in metastatic patients and of a 
short 5-year metastatic free survival of patients with a primary tumor (Némati 2010). 
 Finally, we have evaluated whether or not BAP1 mutation and BAP1 gene 
H[SUHVVLRQ FRXOG EH FRUUHODWHG $V VKRZQ LQ WKH )LJXUH % LQ SDWLHQW¶V WXPRUV DQG
xenografts at different in vivo passages, we have observed that BAP1 expression was 
significantly lower in all BAP1-mutated tumors. This observation is concordant with the 
fact that main of these mutations corresponds to gene deletion and loss of function. 
 
Specific status of signaling pathways and gene expression profiles 
 In order to evaluate signaling pathways that have been described as activated in 
UM, we have focused the study of gene expression on the MAPK and the MET/Pi3K 
pathways. However, to avoid biases due to non-homogeneous RNA deposit, and 
unreliable comparisons of gene expression between one tumor sample to an other one, 
we have just compared the differential expression of specific genes related to the MAPK 
pathway EHWZHHQSDWLHQW¶VWXPRUVDQGFRUUHVSRQGLQJ[HQRJUDIWVDWODWHSDVVDJH3As 
shown in the Figure 6, very few genes are differentially expressed, showing that 
[HQRJUDIWHG WXPRUV DUH VLPLODU WR WKHLU RULJLQDWHG SDWLHQW¶V WXPRUV LQ WHUP RI UHOHYDQW
signaling pathway. 
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DISCUSSION 
 7KHDLPRIWKLVVWXG\ZDVWRFRPSOHWHPRGHO¶VFKDUDFWHUL]DWLRQRISULPDU\KXPDQ
UM xenografts at the genetic, genomic, gene and protein expression levels. Indeed, 
PROHFXODUDVVHVVPHQWRIERWKWXPRUJUDIWVDQGFRUUHVSRQGLQJSDWLHQW¶VWXPRUVFRQVWLWXWH
a  necessary step of initial characterization to address two distinct fundamental issues: 
(1) are genetic/genomic abnormalities, as well as signalling pathways activations, 
present and recurrent in human tumors also found in preclinical models, and (2) are 
genetic/genomic abnormalities, as well as signalling pathways activations, similar 
between tumorgrafts and oriJLQDWHGSDWLHQW¶VWXPRUV" 
The first issue is of particular importance in the presence of alterations that 
possess an oncogenic role, prognostic value, and/or a therapeutic implication, such as 
specific genomic alterations that impact the outcome of UM patients (Häusler, 2005; 
White, 2006; Trolet, 2009). In this, we have shown a dramatic correlation between 
genetic/JHQRPLF DOWHUDWLRQV REVHUYHG LQ SDWLHQW¶V WXPRUV DQG WKHLU FRUUHVSRQGLQJ
xenografts. Few other publications have raised this first issues. Focusing on two 
specific markers (KRAS gene mutation and Dpc4 expression) in twelve models of 
pancreatic carcinoma, Rubio-Viqueira et al. showed a high degree of concordance 
between primary originated and xenografted tumors [Rubio-Viqueira]. Similarly, high 
stability has been observed in various cancer types including BRCA1 mutated ovarian 
carcinoma [Press, Indraccolo], glioblastoma [Jeuken, Claes], breast cancers 
[Marangoni, Bergamaschi, de Plater, Reyal], synovial sarcoma [Subramaniam], and 
acute lymphoblastic leukemia [Borgmann]. Our data, and others, therefore support the 
fact that primary human cancer xenografts well reproduce genetic and genomic 
DOWHUDWLRQVRIWKHLURULJLQDWHGSDWLHQW¶VWXPRUV  
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The second issue raises two very important questions, namely (1) are 
genetic/genomic/gene expression profiles modified during the in vivo transplantation 
process and (2) are these profiles modified during in vivo maintenance of the model. 
Despite the extensive use of primary human xenografted tumors, very few published 
studies have evaluated such a stability. Comparison of genomic profiles between 
tumorgrafts and their originated tumors in four types of cancer, i.e. breast cancers 
[Reyal], gynecologic tumors [Indraccolo], pancreatic adenocarcinomas [Armengol], and 
glioblastomas [Jeuken], demonstrated that both samples matched in the same cluster, 
suggesting genetic stability during the in vivo transplantation process. In our study, we 
have observed that a very small amount of genes, i.e. about 3% of the 22517 studied 
oQHV DUH GLIIHUHQWLDOO\ H[SUHVVHG EHWZHHQ SDWLHQW¶V WXPRUV DQG FRUUHVSRQGLQJ
xenografts and that a complete gene expression stability was observed in xenografts at 
different in vivo passages. Looking at this 3% variably expressed genes, we have 
shown that two thirds of them correspond to the stroma components, namely immune 
response, response to wounding, extracellular matrix component, cell adhesion, and 
angiogenesis, as previously observed with our breast cancer xenografts (Reyal). 
Nevertheless, in contrast to breast cancer models, 1% of genes are found to be over-
expressed in UM [HQRJUDIWV WKDQ LQFRUUHVSRQGLQJSDWLHQW¶V WXPRUV7KHVHJHQHVDUH
related to cell cycle, DNA repair and kinase activity biological processes, and 
transmembrane transport. 
Finally, in our comparative analysis, we have clearly shown that signalling 
pathways activated in UM are also activated in xenografts, such as the MAPK pathway 
(Jianhong). Such an observation is of importance to underline the fact that our 
preclinical UM xenografts therefore constitute a relevant tool for pharmacological 
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assessments. Indeed, next to their molecular validation, such tumorgrafts should 
ensure a high predictive value in humans for therapeutic efficacy of standard and 
innovative treatments. In the view of uveal melanoma, where new possible targeted 
therapies are under exploration (Patel), our models offer well-defined tumors in term of 
signalling pathways through gene and protein expression, as well as ratio of phospho-
proteins and proteins, which are currently under analysis. Based on these features, 
various preclinical trials may easily define the best compound(s) and the best 
combination(s) of treatments, and be in a second time translated into clinical studies 
that will inevitably improve the outcome of UM patients. 
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METHODS 
 
Tumor samples 
 Human uveal melanoma xenografts have previously been established from 
primary intraocular (enucleation) or metastatic tumor samples, and characterized  [1]. 
Among those 26 preclinical models, 16 were included in this study in which 11 obtained 
from primary intraocular tumors (MP034 / 038 / 041 / 042 / 046 / 047 / 055 / 065 / 071 / 
077 / 080), 4 from liver metastases (MM026 / 052 / 066 / 074), and 1 from skin 
metastasis (MM033). For each model, when DNA and RNA could be obtained (Table 
6VXSSOHPHQWDU\GDWD WKHVWXG\ LQFOXGHGVDPSOHV IURPRULJLQDWLQJSDWLHQW¶V WXPRUV
and xenografts at very early (P1), early (P4) and late (P9) in vivo passages into SCID 
mice. Moreover, five tumor cell lines derived from xenografts (MP038 / 041 / 047 / 065 
and MM074) have also been included in the study. For two models (MM066, MM074) 
mutations screening was not performed due to low amount of available material. To 
compare mutational status, and xenograft of uveal melanoma, all biospies grafted in 
SCID mice were analyzed (Table1), 41 primary tumors and 11 metastasis were grafted, 
leading to 26 available models.  
 
MutationV¶ screening 
As uveal melanoma is a rare disease, screening of activating mutation of several genes 
was a way to highlight deregulation of pathways, to evaluate new agent using human 
xenograft, or to enroll patient in dedicated early trials. We have therefore evaluated 
mutational status of different genes, i.e. G proteins, BAP1, and BRAF. 
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G proteins that are highly mutated in UM have been studied, including GNAQ, GNA11, 
and other G subunit such as GNAS and GNA15 that have been described in other 
tumors (Ashktorab 2010, reference GNA15 (David)). Primers for GNAQ are GNAQ_F 
gatgtgcttagagttcgagtcc and  GNAQ_R ttctcattgtctgactccacga, and primers for GNA11 
are GNA11_F taccagctctccgactctgc and  GNA11_R ttggtcgtattcgctgagg. GNAS was 
screened for R201, Q227, R265 mutations using following primers, 
GNAS_F AGTGCGTGCCTGCTACGAA and GNAS_R CCGGATGACCATGTTGTAGCT. 
Mutations of GNA15 was screend using following primers GNA15-F: 
CAGCCGTGTACTACCTGTCC and GNA15-R: CCAAACAATGCGAGGCTCTC 
 Frequent mutations of BAP1 were detected using a smart method (Weber, 
Houdayer, Caux-Moncoutier), based on Enhanced Mismatch Mutation Analysis (EMMA) 
followed with a specific standard mutation screen to confirm abnormal pics. Briefly, 4 
different multiplex PCR were setup on 15 BAP1 hotspot mutations among the 17 exons. 
As uveal melanoma genomes show monosomy or isodisomy for chromosome 3, a 
normal DNA was mixed to samples, to highlight heterodimer during the emma process. 
Data were analyzed using a dedicated software (Emmalys, Fluigent, Paris, 
France)Abnormal pics, compared to standard BAP1 pics, were sequenced individually, 
using specific primers (supplementary data, Table 6S, and figure 6S David).  Samples 
were labeled mutated when truncated mutations were found, or non truncated mutation 
associated with modifications of the BAP1 protein. Wild type samples were nor normal 
DNA, nor DNA containing missens mutations in intron without any predicted evidence on 
splicing. 
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BRAF mutations have been described in cutaneous melanomas, particularly in a 
metastatic setting (Davies; Lin) [13, 14]. The main observed mutation of BRAF is the 
substitution of a glutamic acid for a valine at codon 600 in exon 15, leading to a 
constitutive activation of its basal kinase activity. Analysis of the codon 600 was 
assessed by PCR using the following primers BRAF S 5-
TGCTTGCTCTGATAGGAAAATG-3  and BRAF AS 5-AGCATCTCAGGGCCAAAAAT-3. 
Sequencing of BRAF amplicons was done on both strands on samples and on a positive 
control (cell line A673) using an ABI BigDye TerV3.1 cycle sequencing kit and 3130XL 
or 3500XL analyzers (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, U.S.A.).  
 
DNA extraction end Array hybridization 
Genomic DNA was purified using a phenol/chloroform method and controlled on 
0.5% agarose gel. Five hundreds ng of gDNA were used to perform Affymetrix Human 
PDSSLQJ 613  DVVD\ IROORZLQJ WKH PDQXIDFWXUHU¶V SURWRFRO at the Institut Curie 
microarray core facility. Briefly, gDNA was split to do two independent digestions with 
StyI or NspI enzyme. Dedicated adaptors were ligated to DNA before running 7 
independent PCR reactions, using TitaniumTM Taq DNA polymerase (Clonetech). The 
PCR products were then controlled en 2% agarose gel, pooled, and fragmented using 
DNase I enzyme. Size of resulting DNA was checked by gel electrophoresis before 
terminal labeling and microarray hybridizations on SNP 6.0 array. After hybridization, 
microarrays were stained, washed and scanned using Affymetrix GCS3000 system. 
Data were controlled with Affymetrix Genotyping console: contrast QCs were higher than 
0.4 (mean = 1.16), call rate were higher than 86% (mean 91.8%) and MAPD were lower 
than 0.4 (mean = 0.35).  
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RNA extraction and Array hybridization 
Total RNA was isolated from frozen biopsy using an miRNeasy mini kit (Qiagen) 
and quality assessment was achieved using RNA 6000 Nano labchip (Bioanalyzer, 
Agilent)  and by a Nanodrop spectrophotometer (Thermo). Total RNAs RIN values were 
between 7.2 and 10 (average: 9.2). Affymetrix Human Exon 1.0 ST arrays were 
hybridized according Affymetrix recommendations using the Ambion WT protocol (Life 
technologies, France) and Affymetrix labelling and hybridization kits. 100ng of total RNA 
were processed in parallel with an external MAQC A RNA to control robustness of data. 
Labelled DNA mean yield was 7.7 µg (min: 3.9µg; max: 5.5µg). Affymetrix GeneChip® 
Human Exon 1.0 ST microarrays were hybridized with 4.7 µg of labelled DNA. Raw 
data, transcript data and exon data were controlled with Expression console (Affymetrix)  
the Institut Curie microarray core facility. 
 
Microarray Analysis Genome Arrays 
Data were analyzed using Partek Genomic Suite software, version 6.5, build 
6.10.0915 (Partek, Inc.) using Partek's default parameters. Data were also analysed and 
visualized using R software (version 2.12). Files obtained from Genotyping Console 
(Affymetrix, Santa Clara, CA) were imported to R, segmented using pruned DPA 
algorithm (Rigaill) and calling were estimated by GLAD method (Hupé).  
 
Microarray Analysis - Transcriptome Arrays 
Transcriptome profiling of patients tumors and corresponding xenografts were 
defined using Affymetrix Human Exon 1.0 ST Array. Analyses were performed with R 
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software (version 2.12). Analyses were performed at gene level using custom Brainarray 
Chip Description Files (CDF) based on Entrez Gene database (version 13) (Dai). This 
custom CDF improved the quality of the data and thus the results of related gene 
expression studies. Data were normalized by RMA method (Gautier) and the expression 
of 22517 genes were compared. Expression comparison between patients and 
xenografts models were performed using linear models method with Limma package in 
R Software (Smyth; Smyth). Our analysis is a paired analysis per models, the design 
matrix for the comparison take into account when patients and xenografts belong to the 
same model. Adjusted p-values by Benjamini and Hochberg of <0.01 were considered 
statistically significant (Benjamini). Gene sets enrichments were calculated using 
functions from EMA package (Servant) based on hypergeometric tests from GOStats 
package (Falcon). GenMAPP 2.0 was used to evaluate differentiated gene expression in 
biological pathways (Salomonis). 
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LEGENDS TO THE FIGURES 
 
Figure 1: Chromosomal alterations observed in our dataset of 42 samples. 
Percentage of alterations were representing. Red: gain. Green: loss. More than half of 
tumors present known high risk alterations like Loss 1p, Gain 1q, Loss 3, Gain 6p, Loss 
6q, Gain 8q, and Loss 16q. 
 
Figure 2: A. Comparison between genomic alterations observed in patients, and 
xenografts passage 1 and passage 4. Genomic alterations are observed in 5 paired 
models. B. Example of the MM026 model. C. Example of the MM066 model. D. 
Comparison between genomic alterations observed in patient, and xenografts 
passage 9. Genomic alterations are observed in 4 paired models. E. Comparison 
between genomic alterations observed in patients and xenograft-derived cell 
lines. Genomic alterations are observed in 5 paired models. 
 
Figure 3: A. Correlation on smoothing copy number between all samples divided 
per models. Models MM026, MM033, MM066, MM074, MP038, MP041, MP055, 
MP065, MP071, MP078, MP080 revealed strong correlation between the genomic 
alterations of the patient¶VWXPRUV and corresponding xenografts. In contrast, there is no 
good correlation between the genomic alterations of patLHQW¶V WXPRUVDQG[HQRJUDIWHG-
derived cell lines in 4/5 cases (MM074, MP038, MP047, and MP065), but these cell lines 
are well correlated together. B. Hierarchical clustering on copy number. A large part 
of models are well clustered, except cell lines. 
 
Figure 4: A. Hierarchical clustering of paired patients' tumors and passages 1 and 
4 of corresponding xenografts. Hierarchical clustering was performed for models with 
patients, passage 1 and passage 4. Clustering is based on 22517 genes of arrays and 
used Ward method as linkage and Pearson correlation as metric. B. Hierarchical 
clustering of paired patients' tumors and passages 1 and 4 of corresponding 
xenografts for selected 17637 genes. Hierarchical clustering was performed for 
models with patients, passage 1 and passage 4. Clustering is based on 17637 genes 
(remaining genes after removal genes from immune system, extracellular matrix and 
angiogenesis). Ward method as linkage and Pearson correlation as metric were used.  
 
Figure 5: A. Expression of the 12 genes of the ONKEN signature (Onken 2007) in 
all studied tumor samples. These samples could be divided in 3 categories, one from 
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primary intraocular UM and corresponding xenografts for which no metastatic 
occurrence within 24 months after initial diagnosis has been observed in patients 
(MP041/MP055/MP065), one other from primary intraocular UM and corresponding 
xenografts for which metastatic relapse within 24 months after initial diagnosis has been 
observed in patients (MP034/MP038/MP042/MP046/MP047/MP071/MP077/MP080), 
and the third one from metastatic UM (MM026/MM033/MM052/MM066/MM074). B. 
Correlation between BAP1 mutation and BAP1 gene expression. 
 
Figure 6: Differential expression of MAPK JHQHVEHWZHHQSDWLHQW¶VWXPRUVDQG3
xenografts. Differential expression of specific genes related to the specific signaling 
SDWKZD\V EHWZHHQ SDWLHQW¶V WXPRUV DQG FRUUHVSRQGLQJ [HQRJUDIWV DW ODWH SDVVDJH 3
was evaluated. Red: gain. Green: loss. 
 
Figure 7S: Detection and validation of BAP1 mutation by EMMA method. Example 
of on EMMA DQDO\VLVRI H[RQ  RI D QRUPDO '1$ µ$¶ DQG WZR SDVVDJHV RI 00
Mutation were confirmed by sequencing on the human metastatic sample, and early 
passages. The derived uveal melanoma cell lines, was found will type for this exon. 
:  
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Table 1S: Description of available DNA and RNA tumor samples 
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TaEOH0XWDWLRQDOVWDWXVREVHUYHGLQSDWLHQW¶VWXPRUVDFFRUGLQJWRWKHLUDELOLW\
to grow into mice 
 
Tumor type Model 
Name 
Xenografts 
growth 
GNAQ 
mutation 
GNA11 
mutation 
GNAS 
mutation 
GNA15 
mutation 
BRAF 
mutation 
BAP1 
mutation 
Primary tumors MP030 Yes 1 0 NT NT 0 1 
Primary tumors MP031 Yes 1 0 NT NT 0 0 
Primary tumors MP032 Yes 1 0 NT NT 0 1 
Primary tumors MP034 Yes 0 1 NT NT 0 0 
Primary tumors MP036 Yes 0 1 NT NT 0 UD 
Primary tumors MP038 Yes 1 0 0 0 0 1 
Primary tumors MP039 Yes 0 0 0 0 0 1 
Primary tumors MP040 Yes 0 0 0 0 0 UD 
Primary tumors MP041 Yes 0 1 0 0 0 0 
Primary tumors MP042 Yes 0 1 NT NT 0 1 
Primary tumors MP044 Yes 0 1 NT NT 0 0 
Primary tumors MP046 Yes 0 0 0 0 0 UD 
Primary tumors MP047 Yes 0 1 NT NT 0 1 
Primary tumors MP053 Yes 0 1 NT NT 0 0 
Primary tumors MP056 Yes 0 1 NT NT 0 0 
Primary tumors MP059 Yes 0 1 NT NT 0 1 
Primary tumors MP062 Yes 0 0 0 0 0 UD 
Primary tumors MP065 Yes 0 1 0 0 0 1 
Primary tumors MP071 Yes 1 0 0 NR 0 0 
Primary tumors MP077 Yes 0 1 NT NT 0 0 
Primary tumors MP080 Yes 0 1 NT NT 0 0 
Primary tumors MP099 Yes 0 1 NT NT 0 1 
Primary tumors MP029 No 1 0 NT NT 0 0 
Primary tumors MP035 No 0 1 NT NT 0 1 
Primary tumors MP043 No 1 0 NT NT 0 0 
Primary tumors MP051 No 1 0 NT NT 0 0 
Primary tumors MP067 No 0 1 NT NT 0 1 
Primary tumors MP068 No 1 0 NT NT 0 0 
Primary tumors MP070 No 0 1 NT NT 0 UD 
Primary tumors MP081 No 1 0 NT NT 0 0 
Primary tumors MP082 No 1 0 NT NT 0 0 
Primary tumors MP087 No 0 1 NT NT 0 1 
Primary tumors MP088 No 1 0 NT NT 0 1 
Primary tumors MP092 No 0 1 NT NT 0 1 
Primary tumors MP094 No 1 0 NT NT 0 0 
Primary tumors MP095 No 0 0 0 0 0 0 
Primary tumors MP008 No 0 1 NT NT 0 0 
Primary tumors MP013 No 1 0 NT NT 0 1 
Primary tumors MP015 No 1 0 NT NT 0 1 
Primary tumors MP024 No 1 0 NT NT 0 UD 
Primary tumors MP027 No 1 0 NT NT 0 0 
Metastatic tumors MM026 Yes 1 0 0 0 0 0 
Metastatic tumors MM028 Yes 0 1 0 0 0 UD 
Metastatic tumors MM052 Yes 0 0 0 0 0 1 
Metastatic tumors MM090 Yes 0 1 NT NT 0 0 
Metastatic tumors MM037 No 1 0 NT NT 0 0 
Metastatic tumors MM063 No 1 0 NT NT 0 0 
Metastatic tumors MM072 No 1 0 NT NT 0 0 
Metastatic tumors MM076 No 1 0 NT NT 0 UD 
Metastatic tumors MP049 No 0 1 NT NT 0 1 
Metastatic tumors MP101 No 1 0 NT NT 0 0 
Metastatic tumors MM025 No 1 0 NT NT 0 1 
30 
 
Table 20XWDWLRQDOVWDWXVREVHUYHGLQSDWLHQW¶VWXPRUVDFFRUGLQJWRWKHLUDELOLW\
to grow into mice 
 
 Primary 
tumors 
Metastatic 
tumors 
All tumors p 
In vivo growth + - + - + - / 
N 22 19 4 7 26 26 / 
GNAQ 5  
(23%) 
12 
(63%) 
1  
(25%) 
6  
(86%) 
6 
(23%) 
18 
(69%) 
< 10-3 
GNA11 13 
(59%) 
6  
(32%) 
2  
(50%) 
1  
(14%) 
15 
(58%) 
7 
(27%) 
< 0.05 
BAP1 9 
(45%) 
7 
(37%) 
1 
(25%) 
2 
(29%) 
10 
(38%) 
9 
(35%) 
NS 
NS, not significant. 
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Table 3: Mutation screening of established models 
 
 
Mutations detected in 
  
Mutations detected in 
 
GNAQ GNA11  BAP1  
  
GNAQ GNA11  BAP1  
MP034       
 
MP071       
Primary tumor 0 1 0 
 
Primary tumor 1 0 0 
p1 UD UD 0 
 
p1 1 0 0 
p4 0 1 0 
 
p4 1 0 0 
p9 0 1 0 
     
     
MP077       
MP038       
 
Primary tumor 0 1 0 
Primary tumor 1 0 1 
 
p1 0 1 0 
p1 1 0 1 
     p4 1 0 1 
 
MP080       
p105 1 0 0 
 
Primary tumor 0 1 0 
     
p1 0 1 0 
MP041       
 
p4 0 1 0 
Primary tumor 0 1 0 
     p1 0 1 0 
 
MM026       
p4 0 1 0 
 
Metastatic tumor 1 0 0 
p67 0 1 0 
 
p1 1 0 0 
     
p4 1 0 0 
MP042       
 
p9 1 0 0 
Primary tumor 0 1 1 
     p1 0 1 1 
 
MM033       
p4 0 1 1 
 
Metastatic tumor 1 0 0 
     
p1 1 0 0 
MP046       
 
p4 1 0 0 
Primary tumor 0 0 0 
     p1 0 0 0 
 
MM052       
     
Metastatic tumor 0 0 1 
MP047       
 
p1 0 0 1 
Primary tumor 0 1 1 
 
p4 0 0 1 
p1 0 1 1 
     p4 UD UD 1 
 
MM066       
p34 0 1 0 
 
p1 0 1 0 
     
p4 0 1 0 
MP055       
 
p9 0 1 0 
Primary tumor 0 1 1 
     p1 0 1 1 
 
MM074       
p4 0 1 1 
 
Metastatic tumor 0 1 1 
     
p1 0 1 1 
MP065       
 
p4  0 1 1 
Primary tumor 0 1 1 
 
p38 0 1 0 
p1 0 1 1 
     p4 0 0 1 
     p70 0 1 0 
 
UD: undetermined 
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Table 4: 'LIIHUHQWLDOO\H[SUHVVHGJHQHVEHWZHHQSDWLHQW¶VWXPRUs and 
corresponding xenografts (P1 and P4) 
 
FDR 1% 22517 genes (all genes) 17637 genes° 
Total Up in P Up in X Total Up in P Up in X 
Pts / P1 698 
(3,10%) 
485 
(2,15%) 
213 
(0,95%) 
174 
(0,99%) 
103 
(0,58%) 
71 
(0,40%) 
Pts / P4 769 
(3,42%) 
436 
(1,94%) 
333 
(1,48%) 
248 
(1,41%) 
102 
(0,58%) 
146 
(0,83%) 
P1 / P4 0 0 0 0 0 0 
° Genes belonging to the immune system, extracellulaire matrix and angiogenesis have 
been removed from the analysis. 
Abbreviations: P, patients; X, xenografts. 
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Table 5: Enrichment analysis of genes list from differential analysis 
 Comparisons Biological process category  
(p < 0.01) 
2
2
5
1
7
 s
tu
d
ie
d
 g
e
n
e
s
 
  
 
 
 
 
 
Patients v 
xenografts P1 
 
P > X1 
(485 genes) 
Immune response (47/263) 
Inflammatory response (45/276) 
Cell motility (42/495) 
Cell matrix adhesion (16/120) 
Cell-cell adhesion (17/145) 
Blood vessel development (27/328) 
 
P < X1 
(213 genes) 
Nucleoside-triphosphate activity (21/726) 
Protein serine/threonine kinase activity (14/424) 
Kinase activity (18/765) 
Damage DNA binding (4/47) 
 
 
 
 
Patients v 
xenografts P4 
 
P > X4 
(436 genes) 
Immune response (39/263) 
Inflammatory response (42/292) 
Hematopoietic or lymphoid organ development 
(26/339) 
Blood vessel development (23/328) 
 
P < X4 
(333 genes) 
M phase (24/347) 
Organelle fission (22/286) 
Cell cycle process (32/613) 
Mitotic cell cycle (27/456) 
1
7
6
3
7
 s
tu
d
ie
d
 g
e
n
e
s
 
 
Patients v 
xenografts P1 
P > X1 
(103 genes) 
Cell Motility (8/422) 
P < X1 
(71 genes) 
Cell division (12/333) 
Cell cycle process (14/573) 
Mitotic cell cycle (13/453) 
 
 
Patients v 
xenografts P4 
P > X4 
(102 genes) 
Actin cytoskeleton organization (5/266) 
 
P < X4 
(146 genes) 
Cell cycle process (12/609) 
Chromosome organization (9/464) 
Transmembrane transport (10/597) 
Cell division (7/333) 
Nuclear division (6/262) 
Abbreviations: P, patients; X, xenografts. 
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Table 6S: Primer sequences for detection of BAP1 mutations 
 
 
Primer ID Sequence Forward / Reverse Exon 
1732 TTGTCTGTGTGTGGGACTGA F Exon 1-2 
1683 CTGCGATGAGGAAAGGAAAG R Exon 1-2 
1733 TCGGTAAGAGCCTTTTCTCC F Exon 3 
1685 GGCTGCTACAAAAAGGGAAG R Exon 3 
1734 ATCACAGCAAGGACACCTGA F Exon 4 
1687 CCCTTCTCAGCTCCTTTCAT R Exon 4 
1735 GCAAAGATGAAAGGAGCTGA F Exon 5 
1689 CCGCAACTGCATCTAAAAAC R Exon 5 
1736 CCCACCAGCCTTTTAAGAAA F Exon 6-7 
1692 GGCAATATGGTGTAGGGTGA R Exon 6-7 
1738 GGGTTTCACCCTACACCATATT F Exon 8 
1696 TGGTACCTTCCAACAAGCTG R Exon 8 
1739 TTCCAGATAGGCCCCTCATA F Exon 9 
1698 GGGCAAAGAAAAGATGTGGT R Exon 9 
1740 TCCCTGTGAGTGAATGGGTA F Exon 10 
1700 ACAGGTGCCTTTCTTTAGGG R Exon 10 
1741 AGAGCTTGCTGACTCCCATT F Exon 11 
1702 AGGATGAACACCAAGGAACC R Exon 11 
1742 CGCTGACTCAGTCTGGAAAA F Exon 12 
1704 CGCAGGTGCTCAACATTATC R Exon 12 
1743 GGCTTAGCATGGCTAGTTCA F Exon 13a 
1706 TCCTCTCCAAAAAGCACCTT R Exon 13a 
1744 TCCCAGAAGGACCTCTCAAT F Exon 13b 
1708 TGGGAAGAGAGGTCACAAGA R Exon 13b 
1745 AAGGTGCTTTTTGGAGAGGA F Exon 14 
1710 GAAAGTCTTCTGGCACATGG R Exon 14 
1746 CCATGTGCCAGAAGACTTTC F Exon 15-
16 
1712 AAGAGGTAGAGACCCTTGAGCA R Exon 15-
16 
1748 CGCTGCTGTCTTAACTGGAA F Exon 17 
1717 TCTCCAGCTGGGACTATTCA R Exon 17 
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Figure 1: Chromosomal alterations observed in our dataset of 42 samples. 
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Figure 2: A. Comparison between genomic alterations observed in patients, and 
xenografts passage 1 and passage 4. 
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Figure 2: B. Example of the MM026 model.  
 
Figure 2: C. Example of the MM066 model. 
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Figure 2: D. Comparison between genomic alterations observed in patient, and 
xenografts passage 9. Genomic alterations are observed in 4 paired models. 
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Figure 2: E. Comparison between genomic alterations observed in patients and 
xenograft-derived cell lines. Genomic alterations are observed in 5 paired models. 
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Figure 3: A. Correlation on smoothing copy number between all samples divided 
per models. 
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Figure 3: B. Hierarchical clustering on copy number. 
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Figure 4: A. Hierarchical clustering of paired patients' tumors and passages 1 and 
4 of corresponding xenografts.  
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Figure 4: B. Hierarchical clustering of paired patients' tumors and passages 1 and 
4 of corresponding xenografts for selected 17637 genes. 
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Figure 5: A. Expression of the 12 genes of the ONKEN signature (Onken 2007) in 
all studied tumor samples. 
 
 
 
Figure 5: B. Correlation between BAP1 mutation and BAP1 gene expression. 
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)LJXUH'LIIHUHQWLDOH[SUHVVLRQRI0$3.JHQHVEHWZHHQSDWLHQW¶VWXPRUVDQG3
xenografts 
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Figure 7S: Detection and validation of BAP1 mutation by EMMA method 
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7.3. CONCLUSION
7.3 Conclusion
L’ensemble du travail réalisé sur les modèles animaux mis en place au sein du labo-
ratoire d’investigation préclinique de l’institut Curie a permis de caractériser de manière
approfondie ces données.
Ces analyses ayant pour but de comparer les tumeurs des patients et les xénogreffes
associées ainsi que les différents passages d’un même modèle entre eux, ont montré
une bonne concordance et une bonne stabilité.
Les résultats issus des données protéiques ne sont pas encore disponibles, cepen-
dant pour l’ensemble des autres données, les xénogreffes sont en adéquation avec les
tumeurs des patients.
D’un point de vue histologique, sur les 16 modèles établis, pour 15 d’entre eux le type
cellulaire observé chez les patients est conservé dans les xénogreffes. Parmi ces 15 mo-
dèles, 3 présentent une cellularité mixte chez les patients et deviennent épithélioïde chez
les souris suggérant une sélection de ce type de cellules pour permettre la croissance
de la tumeur (le type épithélioïde étant associé à un plus mauvais pronostique chez les
patients).
La recherche d’antigènes tumoraux montre une bonne concordance de leur expres-
sion chez les xénogreffes par rapport aux patients d’origine.
Les analyses génomiques montrent une très bonne corrélation entre les profils des
patients et les xénogreffes associées. Les altérations observées dans les tumeurs hu-
maines sont retrouvées dans les différents passages chez les souris. Parmi les diffé-
rences observées, pour une grande partie d’entre elles, les profils sont plus nets chez les
souris par rapport aux patients reflétant une sélection d’un contingent cellulaire lors de
l’établissement des modèles.
Les analyses transcriptomiques montrent que les gènes différentiellement exprimés
entre les patients et les xénogreffes sont principalement des gènes du système immuni-
taire ou de la matrice extracellulaire humaine qui sont perdus chez les souris. Une fois
ces gènes exclus, on observe une bonne concordance entre les différents échantillons
dans les modèles. L’analyse de nos données ne montre aucune différence entre les pas-
sages chez les souris suggérant une très bonne stabilité des modèles.
L’analyse des données protéomiques nous permettra de valider si les voies de si-
gnalisations activées chez les patients sont également les mêmes dans les modèles
murins. En effet, au niveau ARN, les niveaux d’expression de gènes clés dans la voie
MAP kinases par exemple ne sont pas différents entre les patients et les xénogreffes,
mais connaître leur état de phosphorylation permettra une meilleure caractérisation des
modèles car l’activation de ces voies s’effectue principalement par phosphorylation / dé-
phospharylation.
Les xénogreffes répondent différemment aux composés chimiques testés ce qui per-
met d’avoir, de façon similaire aux patients, un jeu de données hétérogènes.
Le laboratoire d’investigation préclinique a donc mis en place le plus gros ensemble
de modèles murins pour cette pathologie avec une caractérisation très importante des
données. Cette étude permet de s’assurer que les modèles créés sont de bons modèles
représentatifs de la pathologie et peuvent donc être utilisés en préclinique pour tester de
nouvelles molécules dans le traitement du mélanome de la choroïde.
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Chapitre 8
Analyse de données haut débit
8.1 Introduction
La reproductibilité des analyses est un problème récurrent dans le traitement des
données haut débit. Le choix dans les méthodes de pré-traitement et d’analyse joue un
rôle important dans les résultats obtenus ainsi que dans leur stabilité. Afin d’homogé-
néiser nos données et aider à la reproductibilité, il est important de définir une stratégie
d’analyse.
En dehors du travail d’analyse effectué sur le mélanome de la choroïde, j’ai donc
participé au travail de réflexion méthodologique mené par l’équipe de biostatistique de
l’unité de bioinformatique U900. Nous avons pour cela défini parmi les différents outils
disponibles pour l’analyse de données de puces à ADN, les méthodes les plus adaptées
ainsi que les paramètres à appliquer.
La stratégie d’analyse présentée est la suivante : La suppression du bruit et des biais
systématiques est réalisée en utilisation les techniques les plus réputées pour la norma-
lisation des biopuces Affymetrix. Les données sont ensuite filtrées pour réduire le bruit
et également augmenter la puissance des tests statistiques. Les approches exploratoires
sont basées sur les méthodes classiques de classifications et sont associées à des re-
présentations graphiques simples. Différentes approches supervisées sont également
proposées pour mettre en évidence des gènes d’intérêt et pour finir l’enrichissement
fonctionnel des ces données est évalué selon le package GOStat.
Ce travail a fait l’objet du développement d’un package R mis à disposition de la
communauté scientifique dans le répertoire des packages R http://cran.r-project.
org/web/packages/EMA/index.html et sur le site de la plateforme de bioinformatique de
l’Institut Curie http://bioinfo.curie.fr/projects/ema/.
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8.2 Résultats
PUBLICATION
« EMA - A R package for Easy Microarray data analysis »
Servant N, Gravier E, Gestraud P, Laurent C, Paccard C, Biton A, Brito I, Mandel J,
Asselain B, Barillot E, Hupé P. (2010) BMC Research Notes. 3 :277-280
RESUME EN FRANÇAIS
Le nombre de méthodes et d’outils disponibles pour l’analyse de données de puces à
ADN augmente régulièrement et peut être source de confusion chez les utilisateurs non
spécialistes.
Basé sur l’expérience des biostatisticiens de l’Institut Curie, nous avons proposé une
stratégie d’analyse et une sélection d’outils pour étudier les données de puces à ADN.
Les fonctions R les plus utilisées et les plus pertinentes ont été discutées, validées et
réunies dans un package R facile d’utilisation. EMA est dédié à l’analyse des données
issues de puces à ADN. Les fonctions ont été développées afin d’être simple d’utilisation,
afin d’améliorer la visualisation des données et aider l’interprétation des résultats.
La stratégie et les outils proposés dans le package R EMA peuvent fournir un point
de départ utile pour de nombreux utilisateurs de données de puces à ADN. EMA est
disponible sur le site du CRAN (Comprehensive R Archive Network) ainsi que sur le site
http://bioinfo.curie.fr/projects/ema/.
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EMA - A R package for Easy Microarray data
analysis
Nicolas Servant1,2,3*†, Eleonore Gravier1,2,3,4†, Pierre Gestraud1,2,3, Cecile Laurent1,2,3,6,7,8, Caroline Paccard1,2,3,
Anne Biton1,2,3,5, Isabel Brito1,2,3, Jonas Mandel1,2,3, Bernard Asselain1,2,3, Emmanuel Barillot1,2,3, Philippe Hupé1,2,3,5
Abstract
Background: The increasing number of methodologies and tools currently available to analyse gene expression
microarray data can be confusing for non specialist users.
Findings: Based on the experience of biostatisticians of Institut Curie, we propose both a clear analysis strategy
and a selection of tools to investigate microarray gene expression data. The most usual and relevant existing R
functions were discussed, validated and gathered in an easy-to-use R package (EMA) devoted to gene expression
microarray analysis. These functions were improved for ease of use, enhanced visualisation and better
interpretation of results.
Conclusions: Strategy and tools proposed in the EMA R package could provide a useful starting point for many
microarrays users. EMA is part of Comprehensive R Archive Network and is freely available at http://bioinfo.curie.fr/
projects/ema/.
Findings
Numerous analysis methods and tools have been devel-
oped to study microarray, many of them being imple-
mented as free R [1] and/or Bioconductor [2] packages.
This abundance of methods makes choosing the best
approach difficult for newcomers and non-specialist
users.
Based on the experience of the biostatisticians of Insti-
tut Curie, we propose a clear analysis strategy combin-
ing a large variety of standard methodologies. The most
usual and relevant R functions needed to perform these
analyses were selected and gathered in the R package
EMA (Easy Microarray data Analysis). EMA covers an
entire analysis process including quality control, normal-
isation, exploratory analysis, unsupervised and super-
vised classification, functional analysis and censored
data exploration. The package can be used for both one
or two-colours gene expression micrarrays and for exon
expression experiments.
Analysis strategy
Firstly, the quality of the data must be assessed in order
to detect problematic raw probe-level data, such as spa-
tial artifacts on the chip or poor quality hybridisation.
Indeed, gene expression experiments suffer from many
sources of technical and experimental variation. Remov-
ing noise and systematic biases is performed in order to
both improve the biological signal and make all the
arrays comparable. This is the so-called normalisation
step. Secondly, we propose to discard the probesets with
very low signal across the samples (i.e. genes unex-
pressed or below detection threshold). This filtering step
leads to both a noise reduction in the data and an
increase in the statistical power of the subsequent
analysis.
Then, exploratory approaches are classically used to
find clusters of genes (or samples) with similar profiles.
Note that here, biological interpretation depends on the
choice of the similarity metrics. These approaches
potentially highlight outliers and/or non relevant effects
(batch effect for example), which can be subsequently
estimated and/or removed from the data thanks to
appropriate methods.
Finally, supervised approaches aim at the identification
of differentially expressed genes (DEG), or deregulated
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Servant et al. BMC Research Notes 2010, 3:277
http://www.biomedcentral.com/1756-0500/3/277
© 2010 Servant et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in
any medium, provided the original work is properly cited.
pathways by taking into account the multiple testing
issues. The biological interpretation of the differential
analysis results can be performed thanks to functional
and gene set enrichment analyses. Sample class predic-
tion (eg good vs poor clinical outcome) based on super-
vised classification methods can also be performed to
highlight genes signatures.
Selected tools
For the data quality assessment, we recommend to use
the arrayQualityMetrics package [3], which performs a
powerful, easy-to-use and comprehensive data quality
estimation as well as an automatic html report. The
EMA package proposes the most famous techniques for
Affymetrix GeneChip normalisation: MAS5.0 [4], RMA
[5] and GCRMA [6]. We recommend to use GCRMA
because it outperforms the other approaches (by ignor-
ing the mismatch intensities and taking into account the
probe sequence information) and allows an efficient fil-
tering of irrelevant probesets thanks to its bimodal dis-
tribution of probesets expression values (Figure 1a).
Other packages such as limma [7], vsn [8] or lumi [9]
can be used to normalise non Affymetrix data. After
this first step, the main EMA functions can be used for
any type of expression data, using a simple data expres-
sion matrix as input.
The EMA package provides functions to perform
exploratory analyses such as Principal Component Ana-
lysis (PCA, Figure 1b), hierarchical clustering (Figure 1c)
or Multiple Factor Analysis. They are based on R
packages such as FactoMineR [10], cluster [11], or most-
clust [12]. The use of linear model is proposed to esti-
mate and to remove the non relevant effects potentially
detected.
Various methods are proposed to perform differential
analysis and their choice depends on the sample size.
The multtest package provides standard approaches
like Student or Mann-Whitney test associated with
multiple testing correction methods. The Significance
Analysis of Microarrays (SAM) approach [13] (siggenes
package) is also very interesting because it both esti-
mates the null distribution and takes into account the
correlation between probesets (Figure 1d). The rank
product method [14] (RankProd package) dedicated to
small sample size dataset is also offered, as well as
some linear model (ANOVA) functions. Alternatively,
the user can apply the limma package which is a very
powerful tool to assess differential expression by linear
models.
The functional enrichment of the DEG list is assessed
based on the GeneOntology [15], and KEGG [16] path-
ways annotation terms. The hyper-geometric test of the
GOstats package is used to test the over-representation
of the functional terms in the gene list.
For sample class prediction, we suggest to use the
CMA package [17] including the most popular machine
learning and gene selection algorithms. In the context of
censored data, the EMA package supports Kaplan Meier
and log-rank analyses using the survival package.
Example
The proposed analysis strategy was applied to the breast
cancer gene expression dataset [18] comparing 12 Basal-
like carcinomas (BLCs) and 11 HER2 positive carcinomas
(HER2+). Some graphical outputs for data preprocessing,
exploratory analysis and differential analysis steps are dis-
played in Figure 1. The RNA profiles were analysed using
U133 plus 2.0 Affymetrix GeneChip. Three genes (P-cad-
herin, v-kit, FOXC1) were reported by the authors to be
associated to a genes cluster over-expressed in the basal-
like carcinomas and three genes (PTEN, Her2 and GRB7)
to a genes cluster over-expressed in the Her2+ carcino-
mas. All these genes but one (v-kit) were found to be dif-
ferentially expressed using the EMA package. This
discrepancy is easily explained because in spite of v-kit
belongs to a basal-like expression cluster, no change in
v-kit expression can be observed between the two groups
in this clustering analysis. This is because the hierarchical
clustering was performed on genes (such as v-kit) not
necessary differentially expressed between the two
populations.
The R scripts used to analyse this gene expression
dataset can be found in [Additional file 1]. Transcrip-
tomic data used in this application are publicly available
at Gene Expression Omnibus (Accession number:
[GSE13787]) and are part of the package.
Conclusions
EMA is a freely available R package which implements a
complete strategy for expression microarray analysis.
The package includes a vignette [Additional file 2]
which describes the detailed biological/clinical analysis
strategy used at Institut Curie. Most of the functions
were improved for ease of use (fewer command lines,
default parameters tested and chosen to be optimal).
Relevant, enhanced and easy-to-interpret text and gra-
phic outputs are offered. The package is available on
The Comprehensive R Archive Network repository [19].
Availability and requirements
• Project Name: EMA
• Project home page:
http://bioinfo.curie.fr/projects/ema/
http://cran.r-project.org/
• Operating systems: Linux, Windows
• Programming language: R
• Other requirements: R version ≥ 2.10. R packages:
cluster, Hmisc, heatmap.plus, FactoMineR, GOstats,
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survival, multtest, affy, gcrma, rgl, GSA, RankProd,
siggenes, MASS, hgu133plus2.db, xtable, biomaRt.
• License: GNU GPL
• Any restrictions to use by non-academics: none
Additional material
Additional file 1: R scripts applied to the breast cancer gene
expression dataset [18]. R script used to analyse the breast cancer gene
expression data set [18].
Additional file 2: EMA vignette. The vignette discuss the detailed
biological/clinical analysis strategy used at Institut Curie and presents an
application to a gene expression dataset.
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Figure 1 Graphical outputs provided by the EMA package for the class comparison study of [18]. (a) Histogram of probesets expression
values across the 23 samples after GCRMA normalisation and log2 transformation. Probesets with an expression value below 3.5 (red vertical
line) are discarded. (b) Individuals factor map produced by the PCA performed on the 23 filtered gene expression profiles. (c) Heatmap of the 23
gene expression profiles based on the 100 genes with the highest interquartile range (IQR) values. Sample clustering was performed using
Pearson’s correlation coefficient and Ward criterion. Gene clustering was performed using absolute Pearson’s correlation coefficient and Ward
criterion. (d) Qqplot produced by the SAM analysis on the two groups of tumours. Probesets in green are considered to be differentially
expressed between the two conditions.
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Ce travail rapporte l’analyse des profils d’expression d’échantillons de mélanome de
la choroïde par des approches à haut débit. Les travaux sur cette pathologie sont peu
nombreux et par cette étude, nous avons tenté d’améliorer la compréhension des méca-
nismes impliqués dans le processus métastatique de ce cancer. Ce travail se positionne
dans un projet institutionnel de l’Institut Curie à l’interface de différents acteurs tels que
des médecins et des biologistes.
Le mélanome de la choroïde est la tumeur intra-oculaire la plus fréquente. Cependant
cette tumeur est une tumeur rare et beaucoup moins étudiée que le mélanome cutané.
Les mélanocytes cutanés et uvéaux issus de la crête neurale, même s’ils proviennent de
la même origine embryonnaire, n’ont pas les mêmes fonctions et présentent ainsi des
divergences dans leurs activités. En effet, dans la peau, les mélanocytes ont pour rôle
majeur de transférer la mélanine qu’ils produisent aux kératynocytes qui les entourent.
Dans l’œil le rôle de ces cellules restent mal connu, mais comparé à leurs homologues
cutanés, ils sont quiescents tout au long de la vie et ne fabriquent plus de mélanine.
La transformation des mélanocytes en mélanome est également bien moins étudiée
dans le mélanome choroïdien que dans le mélanome cutané. Il s’agit d’une tumeur plus
rare et le matériel tumoral est plus difficile à obtenir compte tenu de la localisation ocu-
laire.
L’Institut Curie est un des centres de référence pour cette pathologie en Europe. Le
nombre de patients traités est important et la tumorothèque renferme une grande quan-
tité d’échantillons très bien décrits d’un point de vue clinique. Cette tumeur est agressive
et la moitié des patients atteints développent des métastases hépatiques dans les 3 ans
qui suivent le diagnostic. Á ce jour, aucun médicament n’a montré son efficacité dans
le traitement des tumeurs. Depuis de nombreuses années, l’Institut Curie participe à dif-
férentes études cliniques afin d’améliorer la prise en charge des patients, cependant,
aucune des stratégies thérapeutiques testées n’a permis de réduire la taille des tumeurs.
Une des raisons de ce manque d’efficacité dans les traitements peut venir du choix des
patients, en effet une meilleure stratification en sous-groupe de patients homogènes per-
mettrait éventuellement d’identifier des thérapies fonctionnelles. Le but de cette thèse
était donc de rechercher dans les données disponibles, différents marqueurs qui pour-
raient avoir un rôle aussi bien diagnostique que thérapeutique afin d’améliorer la prise en
charge des patients.
L’analyse de ces données a été réalisée en utilisant des outils et méthodes bioin-
formatiques et biostistiques déjà disponibles. Le choix des outils et méthodes utilisés
à chaque étape doit dépendre de la nature des données ainsi que de la question bio-
logique posée et constitue une part importante du travail de bioanalyse. Les résultats
obtenus doivent pouvoir être validés, reproduits et justifiés. Dans ce cadre, j’ai participé
à un groupe de travail dont le but était de définir les meilleurs stratégies d’analyse pour,
entre autre, les données transcriptome. Nous discuterons de certains points méthodolo-
giques et technologiques à la fin de cette partie.
Parmi les différentes questions posées sur l’ensemble des données disponibles, la
plus étudiée a été d’analyser nos échantillons de tumeurs primaires afin de mettre en évi-
dence des marqueurs associés au développement métastatique. Les profils génomiques
de ces tumeurs ont été fortement étudiés depuis ces dernières années [Sandinha et al.,
2004; Kilic et al., 2005; Onken et al., 2007; Schoenfield et al., 2009; Trolet et al., 2009;
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Lake et al., 2010] par différentes techniques. Cette tumeur, comparée par exemple au
cancer du sein, présente un nombre plus limité d’altérations et ces altérations touchent
des grandes portions de chromosomes. En effet, il s’agit la plupart du temps, de perte ou
du gain de bras de chromosome voire même de chromosome entier. La monosomie du
chromosome 3 et l’amplification du 8q sont les deux principales altérations de mauvais
pronostic liées au développement métastatique et à la survie. Les analyses des profils
d’expression des tumeurs primaires sont moins nombreuses et le nombre de collections
publiées est très faible. L’étude de référence est celle réalisée par l’équipe de Harbour aux
Etats-Unis [Onken et al., 2004]. Dans leur étude, ils proposent le découpage des tumeurs
en deux classes présentant des niveaux d’agressivité différents et des caractéristiques
de différenciation différentes [Onken et al., 2004, 2006].
Dans notre étude, la collection de tumeurs primaires de l’Institut Curie ne présente
pas ces mêmes caractéristiques de séparation par classe. Le but principal étant de re-
chercher des marqueurs associés au développement de métastases, nous nous sommes
basés sur les informations cliniques disponibles. Le choix de découpage à 36 mois des
tumeurs primaires métastatiques et non métastatiques peut être critiqué sachant que
dans les informations cliniques, nous savons que certaines tumeurs classées meta0 ont
développé des métastases après 36 mois. Cependant, il est important de figer les infor-
mations au début des analyses pour une bonne reproductibilité des données et 36 mois
est un délai assez long qui permet de séparer les tumeurs agressives des autres. Le
résultat le plus étudié dans cette analyse a été l’implication de PTP4A3 car en plus d’être
parmi les gènes les plus variants entre nos deux groupes, ce gène est significativement
associé au développement métastatique dans les analyses de survie même en ajus-
tant ces modèles sur les variables cliniques utilisées pour déterminer l’agressivité des
tumeurs. Cela en fait donc un marqueur d’agressivité intéressant dans le diagnostic des
mélanomes uvéaux car son niveau d’expression apporte de l’information aux variables
cliniques (type cellulaire, décollement rétine) communément utilisées dans la classifica-
tion des tumeurs. De plus, cette différence d’expression est observable dans deux autres
jeux de données [Onken et al., 2004; Petrausch et al., 2008]. En plus des validations
fonctionnelles de PTP4A3 dans le phénomène métastatique effectuées au laboratoire,
beaucoup de travail de bioanalyse a été réalisé autour de cette phosphatase. En ef-
fet, étant donné que le gène est localisé en 8q24.3, il était important de montrer que la
sur-expression dans les tumeurs métastatiques n’était pas seulement une conséquence
d’une augmentation du nombre de copie d’ADN. De plus, toujours à cause de la locali-
sation sur le chromosome 8, nous avons vérifié que le gène n’était pas dans un train de
gènes co-régulés et qu’ainsi la sur-expression observée dans les tumeurs métastatiques
était bien la conséquence d’une régulation spécifique.
Ce travail a donc mis en évidence un nouveau marqueur dans la caractérisation des
mélanomes choroïdiens permettant d’améliorer la classification des patients.
L’implication de cette phosphatase n’a jamais été décrite dans le mélanome de la
choroïde. Cependant, de nombreuses études décrivent son rôle dans les mécanismes
métastatiques et elle se positionne dans de nombreuses voies de régulation. PTP4A3 fa-
vorise la migration et l’invasion cellulaire in vitro et in vivo [Miskad et al., 2004; Wu et al.,
2004a; Liang et al., 2007; Wang et al., 2007] en inhibant CSK un inhibiteur de SRC.
PTP4A3 favorise également l’angiogénèse [Guo et al., 2006]. Basak et al. ont montré
que PTP4A3 était une cible de p53 impliquée dans la régulation du cycle cellulaire [Ba-
sak et al., 2008]. Il faudra maintenant trouver son rôle dans les mélanomes uvéaux. Pour
notre étude, de nombreuses questions restent encore sans réponse autour du gène et de
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la protéine comme sa régulation transcriptionnelle ou ses cibles afin de pouvoir s’intéres-
ser aux voies biochimiques impliquées. Nous avons essayé de trouver des régulateurs
transcriptionnels de PTP4A3. Pour cela, nous avons recherché en parallèle l’ensemble
des facteurs de transcription corrélés dans notre ensemble de données transcriptome et
nous avons recherché des motifs de régulation présent dans la séquence promotrice du
gène. Le facteur de transcription TFAP2, localisé en 6p24, semblait être un facteur inté-
ressant dans cette régulation cependant les validations biologiques n’ont pas permis pour
le moment d’affirmer cette hypothèse. Nous continuons donc la recherche. Concernant
les cibles, l’analyse des lignées cellulaires utilisées dans l’étude de cette phosphatase a
permis d’identifier des variations d’expression dans des metalloprotéases (MMP). Au ni-
veau biologique, les MMP étant impliquées dans l’adhésion cellulaire, il sera intéressant
de poursuivre les investigations pour rechercher un lien entre ces protéines.
Un autre point intéressant dans l’analyse de ces données est la corrélation spéci-
fique entre PTP4A3 et PRKDC, protéine clé dans le système de réparation de l’ADN
par religation non homologue (NHEJ). La sur-expression de PRKDC dans les tumeurs
primaires métastatiques et donc l’activation du NHEJ permet de réfléchir à des options
thérapeutiques nouvelles. Ainsi, à l’Institut Curie, l’équipe « Recombinaison, réparation
et Cancer : De la Molécule au Patient »qui a développé une molécule permettant la dé-
régulation du NHEJ pour empêcher la résistance de certaines cellules cancéreuses aux
chimiothérapies [Quanz et al., 2009], en collaboration avec le LIP ont mis en place un
protocole d’étude dans le mélanome de la choroïde.
En parallèle de ces études autour de PTP4A3, des expériences de gels 2 Dimensions
sur les lignées cellulaires OCM-1 utilisées dans cette étude ont été réalisées pour trouver
des cibles. De cette analyse, CRMP2 (DPYSL2), impliqué dans la croissance neuronale
et le remodelage du cytosquelette a été identifié. Les analyses sont toujours en cours au
laboratoire pour montrer un lien direct ou non avec PTP4A3.
Par ailleurs, nous nous sommes bien entendu intéressés à d’autres gènes, impliqués
dans l’adhésion focale ou encore le remodelage du cytosquelette mais il reste encore
beaucoup de travail pour les intégrer ensemble afin de comprendre les mécanismes im-
pliqués. L’émergence de la biologie des systèmes et de la modélisation des réseaux sera
une voie d’étude à poursuivre pour intégrer l’ensemble de nos données.
Enfin, d’autres éléments sont à approfondir comme l’importance des gènes situés sur
les chromosomes d’intérêts. De nombreux oncogènes sont par exemple localisés sur le
bras long du chromosome 8. La monosomie du chromosome 3 est un facteur de risque
chez les patients, or MITF, facteur essentiel pour la prolifération des cellules pigmentées
est localisé sur ce chromosome. Il est fortement exprimé dans les mélanomes cutanés
et est lié à leur agressivité. Son rôle dans les mélanomes uvéaux n’est pas défini. Il est
également exprimé dans ces cellules et ne présente pas de variation d’expression entre
nos différents groupes de tumeurs. Il sera intéressant de comprendre la régulation de ce
gène, central dans les mélanocytes, alors qu’il se trouve sur un chromosome qui présente
une monosomie dans les tumeurs agressives. Des études préliminaires au laboratoire
sembleraient indiqué de PTP4A3 augmenterait la localisation nucléaire de MITF.
Finalement d’un point de vue critique, l’ensemble des résultats obtenus sur les tu-
meurs primaires ne peuvent sans doute pas être admis pour l’ensemble des mélanomes
uvéaux car notre jeu de données est composé uniquement de grosses tumeurs (toutes
proviennent d’énucléation) et elles re présentent donc certainement une cohorte de tu-
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meurs plus agressives que l’ensemble de la population.
Dans une seconde partie de mon travail, j’ai travaillé sur l’analyse de la collection de
métastases hépatiques de l’Institut Curie dans le but de comparer les profils d’expres-
sion de ces métastases aux tumeurs primaires. La contamination foie présente dans ces
données est un problème dans les analyses. Le seul moyen pour supprimer proprement
cette information dans les données aurait été de disposer de foie sain et de les analyser
en même temps que les métastases hépatiques afin d’en extraire l’information tumorale
et de la comparer aux tumeurs primaires. N’ayant pas cette information il est difficile
de distinguer si les gènes ressortent plus ou moins exprimés dans les métastases par
rapport aux tumeurs oculaires à cause d’une contamination de cellules hépatiques ou à
cause de réelles différences entre les deux groupes d’échantillons. Lors de la prépara-
tion des ARN, le pourcentage de cellules tumorales est vérifié et l’ensemble des tumeurs
hépatiques présente un pourcentage correct de cellules.
La différence de résultats obtenus dans la comparaison de la totalité des tumeurs
primaires et des métastases et des couples rend difficile l’interprétation des résultats. En
effet, en se plaçant dans les mêmes conditions expérimentales (normalisation et fichiers
d’annotation), on obtient dans un cas une quantité très importante de gènes dont le
niveau d’expression varie entre les tumeurs primaires et les métastases et dans l’autre
cas aucun gène. Il semblerait donc que ces méthodes classiques ne permettent pas de
répondre aisément à cette question.
Cependant, les analyses réalisées suggèrent que comme pour les tumeurs primaires,
il existerait deux classes de métastases hépatiques, une première avec un profil moins
agressif que l’autre. Ainsi, la recherche de gènes liés à l’apparition de métastases résul-
terait d’une comparaison des tumeurs primaires et des métastases par classe de tumeurs
et ces deux classes pourraient emprunter des voies différentes pour leur développement
métastatique. Nous ne sommes pour l’instant qu’au début de cette analyse, mais nous
espérons de cette manière identifier de nouveaux marqueurs moléculaires intéressants.
En parallèle, les analyses de survie sur la collection des métastases ont permis
d’identifier deux gènes stables associés dans le décès des patients. HJURP serait de
mauvais pronostic et associé à une survie limitée et AKIRIN2 serait plus protecteur. Peu
de travaux ont été réalisés sur ces gènes pour aider à comprendre leur rôle biologique
possible dans nos données. Des expériences sont en train d’être mises en place au la-
boratoire afin d’évaluer l’implication d’AKIRIN2 dans la prolifération cellulaire.
Finalement deux problèmes principaux se posent dans l’analyse de ces données.
Tout d’abord le biais résultant de la contamination des gènes du foie. Il serait intéressant
d’utiliser des méthodes telles que l’analyse en composante indépendante (ACI) pour ex-
traire les différents signaux présents dans les données et ainsi séparer la composante
foie des autres. Cette méthode a déjà présenté son intérêt dans l’analyse de données
de puces [Lee and Batzoglou, 2003; Frigyesi et al., 2006; Teschendorff et al., 2007] et
nécessiterait un travail à part entière afin d’extraire et d’interpréter au mieux les signaux.
Le second problème est plutôt un problème de validation. En effet, cette collection est
unique pour cette pathologie et les résultats extraits pourront difficilement être validés
d’un point de vue bioinformatique. Le jeu de données étant important il est possible de
le diviser en un jeu d’apprentissage et un jeu test comme effectué dans les analyses de
survie, mais cela reste une validation interne. D’un point de vue biologique, nous ne dis-
posons pas de lignée cellulaire de métastases mais uniquement des lignées issues de
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tumeur primaire.
La dernière partie de mon travail d’analyse a été de caractériser au niveau des profils
transcriptomiques et génomiques, les modèles murins de xénogreffes établis à l’Institut
Curie. Ce travail avait pour but à la fois de comparer les xénogreffes avec les patients
d’origine et de comparer les différents passages des xénogreffes entre eux.
Ce travail dans la comparaison du nombre de copies d’ADN a montré qu’il y avait une
très bonne corrélation entre les patients et les xénogreffes associées, ainsi que dans les
différents passages des xénogreffes. Les différences observées semblent souvent être
de la sélection clonale, par exemple un signal bruité chez le patient sera plus nette dans
la xénogreffe. En effet à chaque passage seulement une partie de la tumeur est regreffée
dans les souris. Au niveau des profils d’expression, les différents passages d’un même
modèle ne présentent pas de différence, par contre il y a des variations d’expression
entre les profils des patients et ceux des xénogreffes. Ces variations semblent principa-
lement être la conséquence du changement d’hôte. En effet, les gènes différentiellement
exprimés sont des gènes du système immunitaire ou de la matrice extra-cellulaire pour
une grande partie d’entre eux. L’ensemble de ces résultats, associés aux caractérisations
histologiques et d’expression de gènes clés, semblent donc indiquer que ces xénogreffes
sont de bons modèles représentatifs des tumeurs oculaires primaires d’origine.
Certains points dans cette analyse peuvent être discutés. La prise des xénogreffes
dans les souris est significativement associée au développement métastatique. Ces mo-
dèles sont donc représentatifs de la classe de tumeurs agressives et ne représentent
pas l’ensemble des tumeurs primaires. Cependant, les modèles ne présentent pas tous
la même réponse au temozolomide et à la fotemustine, ce qui permet d’avoir tout de
même un ensemble de modèles hétérogènes représentatifs des tumeurs agressives chez
les patients. Les analyses du protéome, en cours pour le moment, pourraient permettre
de distinguer les voies biochimiques actives dans ces tumeurs afin d’expliquer les diffé-
rences de réponses observées.
Ces modèles murins ne développent pas de métastases. Le tropisme hépatique pré-
sent dans ce cancer ne peut donc pas être étudié via ces modèles. Les implants sont
greffés par voie sous-cutanée, il n’est donc pas possible pour le moment de définir si ce
tropisme est du à la localisation oculaire des tumeurs primaires ou si les tumeurs greffées
ne sont plus capable de métastaser. Des greffes de tumeurs dans la choroïde des souris
sont en cours d’élaboration au LIP. Il sera alors intéressant de comparer ces modèles
une fois établis, s’ils présentent la capacité de développer des métastases.
D’un point de vue technique, les données de transcriptome ont été analysées sur
des puces exons. Ces puces permettent donc de comparer des variations au niveau
exonique. Nous avons restreint l’analyse au niveau des gènes car une seule puce était
disponible par échantillon. Les différentes tumeurs d’origine utilisées pour développer les
modèles doivent certainement présenter chacune un profil d’expression propre. Il n’est
donc pas judicieux de comparer les variations exoniques entre les tumeurs des patients
et les xénogreffes sans réplicat par échantillon analysé. Le dessin expérimental n’est pas
vraiment adapté pour traiter cette question.
L’analyse des données génomes peut être améliorée. Les fréquences alléliques dis-
ponibles avec la technologie SNP6.0 utilisée, n’ont pas été étudiées en profondeur. L’en-
semble des profils, nombre de copie et fréquence allélique, ont bien entendu été com-
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parés pour chaque modèle mais il serait intéressant de prendre plus en compte cette
information, notamment pour la segmentation des données.
Par ailleurs, la recherche de régions récurrentes dans les xénogreffes n’a pas permis
pour le moment d’identifier des régions d’intérêt. Il faudrait poursuivre ces analyses afin
de s’assurer qu’une région n’est pas toujours altérée chez les souris afin de permettre la
croissance tumorale.
Pour finir, différents points sur les méthodologies utilisées sont importants à soulever.
Les techniques à haut débit permettent de rechercher des modifications entre différents
groupes dans l’ensemble des gènes. Cependant la fouille de données en aval n’est pas
toujours évidente pour interpréter correctement les résultats. D’autant plus que le choix
dans les méthodes utilisées peut modifier fortement les résultats obtenus. Les méthodes
de normalisation ne reposent pas sur les mêmes hypothèses et ne donnent pas la même
distribution des intensités, ce qui modifie les résultats des analyses comparatives. Les
tests statistiques reposent également sur des hypothèses différentes comme nous avons
pu le voir dans l’introduction et ne prennent pas en compte les mêmes paramètres ne
mettant ainsi pas en évidence les mêmes gènes d’intérêts. L’importance du travail de
bioanalyse réalisé ici repose donc également dans le choix des méthodologies utilisées.
Nous avons vu que le changement de fichiers CDF pour l’annotation des puces peut
engendrer des différences importantes dans les résultats observés. Dans l’ensemble
des analyses, nous avons toujours utilisé les deux fichiers en parallèle. Les fichiers CDF
présentant une seule valeur par gène sont mieux annotés que les fichiers Affymetrix.
Cependant, comme les valeurs d’intensité obtenues sont une moyenne de l’ensemble
des sondes validées pour chacun des gènes, le signal obtenu peut ainsi provenir de 3
sondes différentes ou beaucoup plus (plus de 20) en fonction de la quantité conservée
après validation. Les intensités sont donc dans ce cas là bien spécifique au gène d’inté-
rêt mais pas forcément estimées de la même façon en fonction des gènes. Concernant
les annotations Affymetrix, l’ensemble des probesets ne sont pas de bonne qualité, car
l’ensemble des sondes sont utilisées et bon nombre d’entre elles ne sont pas spécifique
ou ne ciblent pas le gène auquel elles ont été rattachées. Dans ce cas là, les probesets
d’intérêts sont filtrés à postériori en fonction de la qualité des sondes qui le compose.
Les gènes d’intérêts que nous avons abordés plus spécifiquement dans cette étude ont
été mis en évidence en utilisant les deux fichiers CDF, permettant ainsi de s’assurer de
leur intérêt. Des validations biologiques sont toutefois indispensables en aval des études
à haut débit.
Par ailleurs, concernant la sur-représentation des voies biochimiques dans les listes
de gènes d’intérêt, les résultats ne sont pas toujours très révélateurs. Ces analyses sont
basées sur les informations disponibles dans la littérature et les ensembles de gènes
définis ne sont pas toujours biologiquement pertinents. Il est donc important de prendre
en compte les informations issues des différentes bases de données (vérifiées manuelle-
ment de préférence) et de contrôler les gènes renseignés dans ces différents ensembles.
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Ce travail d’analyse sur la collection de tumeurs de mélanome choroïdiens ou de
métastases associées de l’Institut Curie a permis d’ajouter des connaissances dans la
compréhension des voies et des marqueurs impliqués dans ce mélanome encore peu
étudié.
Des altérations dans le nombre de copie d’ADN et dans les profils d’expression ont
été effectivement associées au pronostic, cependant l’implication précise de voies de
signalisation dans le développement métastatique n’est encore qu’à ses débuts.
Les modulations transcriptionnelles sont loin d’être les seules modifications possibles
à l’origine des dérégulations des voies de signalisation. Des études récentes ont montré
la présence de mutations fréquentes dans les mélanomes choroïdiens, avec par exemple
des mutations inactivatrices de BAP1, impliqué dans réparation de l’ADN, identifiées
dans 84% des tumeurs de classe 2 coïncidant ainsi avec le comportement métasta-
tique. Des mutations dans les sous-unités α des protéines G, GNAQ et GNA11 ont été
décrites dans 50% des mélanomes uvéaux et entraînent l’activation constitutive de la
voie des MAP kinases. Cette voie est également activée dans les mélanomes cutanés
avec à l’origine une mutation BRAF décrite dans 60% des mélanomes cutanés [Davies
et al., 2002] et dans seulement 13% des mélanomes uvéaux [Maat et al., 2008] (et seule-
ment dans des sous-clones). Les mélanomes uvéaux et cutanés présentent ainsi chacun
une activation de la voie MAP kinases en passant par des voies différentes. Cependant,
même si ces mutations GNAQ et GNA11 apparaissent comme des acteurs majeurs du
développement des mélanomes uvéaux, il s’agirait d’événements précoces dans la ma-
ladie et ne elles ne semblent pas liées au développement métastatique [Bauer et al.,
2009].
L’activation de la voie des MAP kinases présente, comme dans beaucoup de cancer,
un intérêt dans le mélanome uvéal. Des études protéomiques à haut débit pour connaître
le statut de phosphorylation des différents acteurs impliqués dans cette voie permettra
certainement d’aider à la compréhension des mécanismes impliqués dans la tumorigé-
nèse de ce mélanome.
L’ensemble de ces études de données à haut-débit en collaboration avec des méde-
cins et chercheurs s’inscrit directement dans des programmes de recherche translation-
nelle. La caractérisation précise de tumeurs et de modèles animaux permet par exemple
de cibler des voies d’intérêt pour lesquelles il existe déjà des molécules disponibles dans
l’industrie pharmaceutique et ainsi étudier leur potentiel dans le traitement de la patholo-
gie. Basé sur les différentes données disponibles, les médecins de l’Institut Curie vont par
exemple mettre en place un programme thérapeutique basé autour d’inhibiteurs du ré-
cepteur cMET qui fait partie des gènes significativement plus exprimés dans les tumeurs
qui développent des métastases et qui est, en autre, en amont de la voie MEK/ERK.
On peut s’attendre à ce que le séquençage de nouvelle génération réalisé sur la
tumeur primaire, la métastase, et l’ADN constitutionnel d’un même patient mettra en
évidence de nouveaux gènes essentiels et mutés, permettant de comprendre précisé-
ment les mécanismes de la tumorigénèse et le développement métastatique, ouvrant
ainsi la voie à des thérapies ciblées. En effet, mettre en évidence la ou les mutations
centrales dans le mélanome de la choroïde permettra éventuellement de développer
des inhibiteurs spécifiques de la même façon que le travail réalisé sur BRAF dans le
mélanome cutané [Niculescu-Duvaz et al., 2009]. Une étude récente sur la comparai-
son de profils d’expression de lignées issues de mélanomes uvéaux et de mélanocytes
normaux par séquençage SOLID a montré l’importance des voies MAP kinases, p53,
l’apoptose, le cycle cellulaire et la mélanogénèse dans la transformation de ces cellules
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[An et al., 2011]. Cette étude, novatrice dans cette pathologie, permet ainsi d’orienter les
recherches dans les voies à étudier plus précisément pour y rechercher de nouveaux
marqueurs et cibles pouvant améliorer le diagnostic et le traitement de ce cancer.
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